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ANOTACE

Tato diplomova préce je tvofena dvéma ¢astmi — teoretickou a experimentalni.
Prvni ¢éast je zaméfena na aminokyseliny. Nejprve je pojednavano obecné
o aminokyselinach, jejich struktufe, rozdéleni a vlastnostech. Dale se diplomova prace
zabyva reakcemi aminokyselin, jejich stanovenim, a nakonec jsou zminény podrobné;jsi
informace o vybranych aminokyselinach (prolin, hydroxyprolin, kyselina asparagova a

asparagin).

Druhd c¢éast je zaméfena na konverzi vybranych aminokyselin pomoci
van Slykeovy reakce, coz je reakce aminokyseliny s dusitanem sodnym a
kyselinou octovou. Vzniklé slouceniny jsou izotachoforeticky analyzovany
v aniontovém modu. Béhem analyzy jsou odebirany v uréitém c¢ase za pomoci
mikropreparativniho kohoutu a nasledné ovétena jejich struktura pomoci hmotnostni

spektrometrie.

KLICOVA SLOVA

Aminokyseliny, prolin, hydroxyprolin, asparagin, kyselina asparagovd, konverze,

van Slykeova reakce



ANNOTATION

This diploma thesis is consisted of two parts — teoretical and experimental. First
part is focused on amino acids, their structure, classification, properties, reactivity, and
determination. In the end of the teoretical part, more detailed information about selected

amino acid (i.e. proline, hydroxyproline, aspartic acid, and asparagine) is mentioned.

Second part is focused on conversion of selected amino acids by Van Slyke
reaction, i.e. reaction of amino acid with sodium nitrite and acetic acid. Formed
compounds are analysed by isotachophoresis in anionic mode. These compounds are
collected during analysis using micropreparative stopcock. Their structure is

subsequently verified by mass spektrometry.

KEYWORDS

Amino acids, Proline, Hydroxyproline, Asparagine, Aspartic acid, Conversion,

Van Slyke reaction
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1 UvVoD

Aminokyseliny jsou hlavnimi stavebnimi jednotkami bilkovin a peptidd, tudiz
jsou dilezitymi sloZzkami nasi potravy. Vyskytuji se bud’ vazané nebo jako samostatné
slouceniny (volné aminokyseliny). Né&které aminokyseliny mohou byt syntetizovany
vtéle clovéka a jiné musime pfijimat v potravé (esencidlni aminokyseliny).
Aminokyseliny, které se vyskytuji v potravé nejméné, jsou limitujici a urcuji vyzivovou

hodnotu potravin.

Nékteré aminokyseliny urcuji kvalitu potravin, jako je naptiklad prolin, ktery se
vyskytuje v ovocnych §t'avach a medu, podle jeho mnozstvi 1ze poznat falSovani téchto
potravin. Analyza aminokyselin v télnich tekutindch jako je mo¢ a krev mize pomoci
v diagnostice a 1é€b¢ riznych nemoci. Kompozi¢ni analyza aminokyselin v proteinech a

peptidech je nezbytna pro studium primdrni struktury aminokyselin v biochemii.

Kvili dtlezitosti aminokyselin, je nutné umét je kvalitativné 1 kvantitativné
stanovit. Aminokyseliny se daji stanovit fadou metod, jako jsou spektralni metody,
chromatografické metody, elektromigra¢ni metody a v neposledni fad¢ také hmotnostni
spektrometrie. Kazda z téchto metod ma své klady, ale i zapory a pfinesly do analyzy

aminokyselin mnoho novych poznatkd.

Tato diplomova prace se zaméfuje na aminokyseliny, hlavné na jejich stanoveni,
a to predev§im na konkrétni Ctyfi aminokyseliny, kterymi jsou prolin, hydroxyprolin,
asparagin a kyselina asparagova. Témto Ctyfem aminokyselindm je vénovéna cela
experimentalni ¢ast, tj. izotachoforetické méfeni po jejich konverzi kyselinou dusitou a

zjisténi, jak tyto odliSné aminokyseliny konvertuji.

14



2 TEORETICKA CAST
2.1 Aminokyseliny

Aminokyseliny jsou zadkladni stavebni jednotky peptidii a bilkovin. V piirodé

vvvvvv

zakladnich biogennich aminokyselin, které se v biochemii a molekuldrni genetice

oznaduji jako kodované.!"

Nékteré aminokyseliny si ¢lovék nedokaze syntetizovat a musi je ziskavat
vyhradné potravou. Pro tyto aminokyseliny se uziva termin esencidlni aminokyseliny.
Mezi esencialni se fadi: valin, leucin, isoleucin, threonin, methionin, lysin, fenylalanin a
tryptofan. Pro vyvoj malych déti jsou jeSté esencidlnimi aminokyselinami arginin a

histidin. N&kdy se tyto dvé nazyvaji také semiesencidlni.!"!
Podle poc¢tu vazanych aminokyselin se vysokomolekuldrni latky rozdé€luji na:

e Peptidy — obsahuji 2 az 100 jednotek aminokyselin
o Oligopeptidy obsahuji 2 az 10 aminokyselin
o Polypeptidy obsahuji 11 az 100 aminokyselin

e Proteiny (= bilkoviny) — obsahuji 101 az n€kolik tisic aminokyselin.

2.1.1 Struktura aminokyselin

Aminokyseliny jsou organické slouceniny, v jejichz molekule je pfitomna
alespoi jedna primarni aminoskupina —NH, a soucasn¢ alesponl jedna karboxylova
skupina —COOH. Jsou to tedy karboxylové kyseliny se substituovanou

aminoskupinou.”!

Podle vzdalenosti aminoskupiny od karboxylové skupiny se obecné rozlisuji:
a-aminokyseliny, B-aminokyseliny, v-aminokyseliny, d-aminokyseliny a

g-aminokyseliny.™

Zakladni aminokyseliny védzané ve vSech bilkovinach jsou vyhradné
a-aminokyseliny, které maji primarni, pfipadné sekundarni aminoskupinu na uhliku
sousedicim s karboxylovou skupinou. Tento uhlik v poloze 2 se béZzné oznacuje jako
uhlik C, (Obrazek 1). VSechny aminokyseliny s vyjimkou glycinu jsou aktivni

(chiralni) slou¢eniny, téméf vyhradné fady L.
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a

R—CH—COOH

NH,

Obrazek 1: Obecny vzorec aminokyseliny

2.1.2 Rozdéleni aminokyselin

V tabulce 1 je uveden nazev, zkratka a vzorec 20 zédkladnich aminokyselin.

Tabulka 1: Pfehled zakladnich 20 aminokyselin'*!

Trivialni nazev ZKkratka Vzorec
e /COOH
Glycin Gly 2
NH,
H.C. _COOH
3USCH
L-alanin Ala |
NH,
CH,
(l;H COOH
L-valin Val H3C/ ~CH
NH,

CH, _COOH

H,C -
L-leucin Leu \( (|:H

CH;  NH,
HyC
) . CH COOH
L-isoleucin Ile H3Cv ~ CH/

NH,

L-serin Ser |




B
CH___COOH

L-threonin Thr H,c” CH
|
NH,
CH, COOH
. HS” TScH
L-cystein Cys |
NH,
S CH COOH
. H,e” N el
L-methionin Met 3 |
NH,
CH, COOH
N HOOC”  “ScH
L-asparagova kyselina Asp |
NH,
HOOC CH COOH
. N e
L-glutamova kyselina Glu |
NH,
CH COOH
. N N
L-asparagin Asn | | |
0 NH,
I
. CH COOH
L-glutamin Gln HZN)\/ ~cH”
|
NH,
HN -~ _CH, _COOH
. ~CH
L-lysin Lys |
NH,
I|\|IH
.. CH COOH
L-arginin Arg H2N/\NH/\/ ~cH™
|
NH,
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Z
/

e ) ~CH
L-histidin His \ |

z
Z
o=

L-fenylalanin Phe

E -
(@)
&
z—d
EEEN
S
T

CH, _COOH
. “CH
L-tyrosin Tyr |
NH,
HO

CH, _COOH
7
L-t
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Klasifikace aminokyselin podle struktury postranniho fetézce:*!
o Alifatické aminokyseliny (monoaminomonokarboxylové kyseliny)

s nesubstituovanym postrannim fetézcem: glycin, alanin, valin, leucin a
isoleucin.

e Alifatické hydroxyaminokyseliny: serin a threonin.

e Alifatické sirné aminokyseliny: cystein a methionin.

e Aminokyseliny s karboxylovou skupinou v postrannim fetézci
(monoaminodikarboxylové kyseliny): kyselina asparagovd a kyselina
glutamova.

e Aminokyseliny a karboxamidovou skupinou v postrannim fetézci: asparagin a
glutamin.

e Aminokyseliny s bazickymi funkénimi skupinami v postrannim fetézci: lysin,

arginin a histidin.
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e Aminokyseliny saromatickym a heterocyklickym postrannim fetézcem:
fenylalanin, tyrosin a tryptofan.

e Aminokyselina, u které se funkéni skupina ucastni tvorby cyklu: prolin.

V biochemii je nejcastéjsi klasifikace zédkladni aminokyseliny bilkovin, podle polarity
postranniho fetézce a jeho iontové formy vyskytujici se v neutrdlnim prostiedi,

na slou¢eniny:"

e Snepolarnim postrannim fetézcem, hydrofobni aminokyseliny: valin, leucin,
isoleucin, methionin, fenylalanin, tyrosin a prolin.

e Pfechod mezi hydrofobnimi a hydrofilnimi aminokyselinami, amfifilni: glycin,
alanin a tryptofan.

e Spolarnim postrannim fetézcem, hydrofilni aminokyseliny: serin, threonin,
cystein, kyselina asparagova a glutamova, asparagin, glutamin, lysin, arginin a

histidin.

Hydrofilni aminokyseliny jsou podle iontové formy, ve které se vyskytuji v zivych

organismech:

e Neutralni (poldrni postranni fetézec nema v neutrdlnim prostiedi elektricky
naboj): vétSina aminokyselin

o Kyselé¢ (polarni postranni fetézec ma v neutrdlnim prostfedi zaporny naboj):
kyselina asparagova a kyselina glutamova.

e Bazické (polarni postranni fetézec ma v neutralnim prostfedi kladny naboj):

lysin, arginin a histidin.

2.1.3 Vlastnosti aminokyselin

Dulezitou vlastnosti aminokyselin je jejich dipolarni charakter, coz znamena, Ze
se mohou chovat jako kyseliny nebo jako zasady. Proto aminokyseliny fadime mezi
latky amfoterni neboli amfolyty (Obrazek 2). Pokud je vysledny naboj nulovy, je
amfolyt ve form& amfionu. Hodnota pH, pifi kterém dostaneme amfion, se nazyva

izoelektricky bod (pl). Tato dulezita charakteristika amfolyti mtize byt vypocitana jako
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aritmeticky primér hodnot pK; a pK,, kde K; a K, jsou disocia¢ni konstanty. Ty

vyjadiuji schopnost skupiny odstépovat proton.!!!

pl = %(pK; + pKs)
neutrdlni aminokyseliny pl = 5,0 — 6,4
kyselé aminokyseliny pI =2,3 — 3,1

bazické aminokyseliny pI = nad 7,0

pl je pH, pfi kterém nema aminokyselina zadny vysledny néboj a tudiz se
v elektrickém poli nepohybuje.

R—CH—COO

|

NH,

Obrazek 2: Obecny vzorec aminokyseliny ve formé& amfolytu

Diky dipoldrnimu charakteru se aminokyseliny chovaji spiSe jako soli nez jako
organické latky. Rozkladaji se nebo taji v rozmezi 200 az 350 °C a vétSinou jsou dobie
rozpustné ve vodé a jen malo rozpustné v organickych rozpoustédlech. Soli
aminokyselin jsou ve vodném prostiedi daleko 1épe rozpustné nez volné aminokyseliny.
Jejich rozpustnost zéavisi na hodnoté pH, samoziejmé v izoelektrickém bod¢ mayji

aminokyseliny nejmensi rozpustnost.!'-?!

Nékteré aminokyseliny jsou senzoricky aktivnimi latkami, a proto mohou
ovlivilovat organoleptické vlastnosti potravin. Podle organoleptickych vlastnosti se

zékladni aminokyseliny rozlisuji na:"*!

e Sladké: glycin, alanin, threonin, prolin a hydroxyprolin.
e Kyselé: asparagova a glutamova kyselina.
e Hoftké: leucin, isoleucin, fenylalanin, tyrosin a tryptofan.

e Indiferentni: ostatni aminokyseliny.
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Aminokyseliny neabsorbuji zafeni ve viditelné oblasti spektra (nemaji Zadnou
barvu) a neabsorbuji ultrafialové zafeni o vinové délce vyssi nez 240 nm. Vyjimku tvori
aromatické aminokyseliny jako je tryptofan, tyrosin, fenylalanin, ale také histidin, které
maji schopnost absorbovat UV zafeni v oblasti 260 — 300 nm. Po fyzikalni strance tak
funguji jako chromofory. Této vlastnosti se vyuziva pfi ur€eni koncentrace peptidi a

proteing.t*!

2.2 Chemické reakce aminokyselin
2.2.1 Zékladni reakce aminokyselin

Aminokyseliny podléhaji béZznym analyticky vyuzitelnym reakcim.

2.2.1.1 Dekarboxylace

Postupnym zahiivanim aminokyseliny na teplotu 200 °C dochéazi k odstépeni
CO; a vzniku primarniho aminu. Reakce (Obrazek 3) je katalyzovana kovovymi ionty.
Vznikajici aminy maji obvykle vyrazné fyziologické ucinky a nazyvaji se proto

biogenni aminy."”

U bakterii je dekarboxylace hlavni cestou odbourdvani aminokyselin a je

roz§itena 1 u rostlin. U ZzivocisSnych organismu slouzi pouze k vyrobé dulezitych

. re . o o v e ~r I4 W o . * o o [5
biogennich amind, jeZ jsou vyuzivany k vystavbé koenzymil, vitamind a hormond."!

R—CH—COOH ——» R—CH, + CO,
NH, NH,

Obrazek 3: Obecna rovnice dekarboxylace

2.2.1.2 Transaminace

Transaminace spociva v pfenosu aminoskupiny z aminokyseliny na oxokyselinu,
pfiCemz pii vymeéné vznikd nova aminokyselina a nova oxokyselina. Reakce

(Obrazek 4) je vratna.!* !
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R—CH—COOH + R'—C—COOH =——= R—C—COOH + R'—CH—COOH
NH, 0 0 NH,

R' = zbytek aminokyseliny
R" = alkyl

Obrazek 4: Obecna rovnice transaminace

2.2.1.3 Oxidaéni deaminace

K eliminaci aminoskupin pouzivaji organismy dehydrogenaci aminokyseliny
na iminokyselinu, kterd se hydrolyzuje na oxokyselinu za uvolnéni amoniaku.
Deaminace (Obrazek 5) je jedna z vyznamnych reakci pfemény aminokyselin. Tento

proces je katalyzovan oxidorektazami s pyridinovymi nebo flavinovymi koenzymy." >

NAD', FAD, FMN H,0
R—CH—COOH — > R—C—COOH — R—C—COOH 4 NH,

l
NH, NH 0

Obrazek 5: Obecna rovnice oxida¢ni deaminace

2.2.1.4 Esterifikace

Aminokyseliny reaguji s alkoholy v prostfedi mineralni kyseliny za vzniku
esteru. Pfi reakci (Obrazek 6) musi byt nejprve ochranéna aminoskupina a potom muze
byt provedena esterifikace za piitomnosti silné minerdlni kyseliny. Vzniklé estery
aminokyselin maji charakteristicky zapach a jsou bezbarvé. Pomoci frakéni destilace
muzeme rozdélit smés esterti, coz byla diive jedna zprvnich metod separace
aminokyselin. [

N
R—CH—COOH 4+ R—OH —— R—CH—COOR + H,0
NH, NH,
R' = alkyl

Obrazek 6: Obecna rovnice esterifikace aminokyselin
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2.2.1.5 Acylace

Reakce aminokyselin s derivaty karboxylovych kyselin (Obrazek 7) jako jsou
chloridy a anhydridy karboxylovych kyselin vznikaji N-acylamidy kyselin. VétSinou to
jsou produkty krystalické povahy a diky vyjimeénym teplotdm tani se vyuzivaji

k identifikaci aminokyselin.”®

0 R
COCl H J\
NH COOH
R—CH—COOH + ©/ . ©/\
H

NH,

Obrazek 7: Obecnd rovnice acylace aminokyselin

2.2.2 Peptidova vazba

24

tvorba peptidové vazby. Vazba vznika mezi o-aminoskupinou jedné aminokyseliny a
a-karboxylem aminokyseliny druhé (Obrazek 8) za odstranéni jedné molekuly vody.
Aby doslo k vytvofeni peptidové vazby, musi byt nejprve aktivovana karboxylova
skupina. Vazba vznikd kondenzaci, pii niZ aminokyselina acyluje aminoskupinu
nasledujici aminokyseliny. Z chemického hlediska mlize tato reakce nejprve vyzadovat
pfeménu na acylchlorid. Z hlediska biologického zahrnuje aktivace pocatecni

kondenzaci s ATP.>¥

0 0 O R 0
Y Y/ I | Vi
R—CH—C\ + R—(|JH—C\ — R—TH—C—NH—CH—C\
OH
NH, OH NH, OH NH,

Obrazek 8: Reakce vzniku peptidové vazby mezi dvéma aminokyselinami

2.2.3 Dukazové reakce

Dtikazové reakce slouzi k prokazani aminokyseliny ve vzorku.
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2.2.3.1 Reakce s ninhydrinem

Cinidlo ninhydrin se pouZiva jako diikazové ¢&inidlo, tak i jako ¢inidlo

derivatizacni. Je to jedna z nejstarSich reakci derivatizace rozdélenych aminokyselin.

Dvé molekuly ninhydrinu oxidativné dekarboxyluji jednu molekulu
a-aminokyseliny na CO,, NH3 a aldehyd (Obrazek 9), ktery je o jeden uhlik kratsi
nez puvodni aminokyselina, za vzniku Ruhemannovy ¢ervené. Redukovany ninhydrin
pak reaguje s uvolnénym ¢pavkem a vznika modry komplex, ktery absorbuje pii vinové
délce 570 nm. Toto modré zbarveni tvoii zaklad kvantitativniho testu pro urceni
a-aminokyselin, jimz je mozné zjistit aminokyselinu v mnoZzstvi, které¢ je niz8i nez 1 pg.

Prolin a 4-hydroxyprolin vytvaieji s ninhydrinem Zluté zbarveni.'**!

Detekce rozdélenych solutii po derivatizaci ninhydrinem se provadi pifi dvou
vlnovych délkéch: pti 570 nm pro bézné aminokyseliny a pii 440 nm pro aminokyseliny
obsahujici sekundarni aminoskupinu (prolin a hydroxyprolin). Pomér absorbance
pfi 440 a 570 nm, lze pouzit jako diagnosticky prostfedek pro identifikaci urcité

aminokyseliny, protoZe tento pomér je pro danou aminokyselinu charakteristicky.”

Pro derivatizaci se pouziva roztok ninhydrinu v pufru s pfidavkem
methylcellosolvu. Reakce probihd za zvysené teploty (55 °C) po dobu 15 — 20 minut
zpravidla v dusikem segmentovaném reaktoru. Po reakci modfe zbarvend smés prochazi
dvéma detektory, na kterych se méti absorbance pii 540 a 440 nm. Mez detekce

u ninhydrinové metody je kolem 100 pmol.”!

Reakce aminokyseliny s ninhydrinem se d4 vyuzit pfi manometrickém stanoveni
aminokyselin. Pfi reakci s ninhydrinem vznika oxid uhli¢ity a poté se méti jeho objem

v plynové byretg.

O O (6]
. / \
2 4+ R—CH—COOH —>» O’ N—
on s
(0] OH (4/

2
+ R—CH=—O0 + (O, 4+ 3H,0

Obrazek 9: Obecnd rovnice reakce dvou molekul ninhydrinu s aminokyselinou
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2.2.3.2 Reakce s fluorescaminem

Fluorescamin (Obrazek 10) sdm o sob¢ nefluoreskuje, avSak reakcei s primarnimi
aminy dava intenzivné fluoreskujici derivaty. Reakce s fluorescaminem je ve srovnani
s dansylchloridem selektivnéjsi. Stalost derivati je vSak mnohem niz$i. Derivatizace je
tieba provadét bezprosttedné pred chromatografickou separaci. Excitaéni maxima jsou
kolem 390 nm a emisni maxima pii 475 nm. Fluorescaminem, ktery je mnohem

v

citlivgjsSim reagenénim Cinidlem, je mozné zjistit nanogramové mnozstvi

aminokyselin.* '%

Obrazek 10: Struktura fluorescaminu

2.2.3.3 Chemiluminiscen¢ni reakce

Luminol (5-amino-2,3-dihydroftalazin-1,4-dion) reaguje s aminokyselinou a
peroxidem vodiku v zésaditém prostiedi za vzniku energeticky bohatého meziproduktu,
jenz po emisi zafeni (ndpadné¢ modré svétlo) poskytuje 3-aminoftalat. Reakce je
katalyzovana ionty kovii (pro aminokyseliny je nejpouzivangjsi Cu®" pro rychly pribéh

komplexotvorné reakce) a enzymy.” ']

2.2.4 Derivatiza¢ni reakce

Derivatizacni reakce jsou reakce, které se vyuZzivaji pfi izolaci, separaci a

detekci aminokyselin a jinych produktt v analytické chemii.!'”!

Derivatizace, tj. zavedeni vhodnych atoma ¢i funkénich skupin do molekuly
puvodni latky (pfevedeni plivodni latky na latku jinou s odliSnymi vlastnostmi), se

vroor v ’ v v v 7 w: 10 10
pouziva ke zlep$eni, usnadnéni ¢ umoznéni stanoveni & dikazu.!'”

Derivatiza¢ni techniky umozni pfedseparaci ¢i separaci, zvySi citlivost a

selektivitu detekce, usnadni identifikaci. Nejvice se derivatizacnich reakci vyuziva
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pfi plynové chromatografii kvili zvySeni tékavosti analyzovanych latek, zamezeni
nezddouci separace a zlepSeni selektivity, zvySeni citlivosti a snizeni meze detekce.
V kapalinové chromatografii se pfipravuji derivaty vykazujici silnou fluorescenci nebo

absorpci v ultrafialové a viditelné oblasti spektra.!'”!

Existuje nékolik moznosti derivatizace — predkolonovd, kolonova a
,post™ kolonova. Pii ptredkolonové derivatizaci dojde k reakci pied vstupem vzorku
na chromatografickou kolonu, a to bud’ mimo chromatograficky systém nebo v reaktoru
umisténém tésné¢ pred kolonou. Pfi kolonové derivatizaci reakce probihd piimo
v chromatografické koloné. DalSi moznosti je reakce ,,post™ kolonova, k niz dochézi

po rozdéleni latek, aviak jests pred vstupem do detektoru.” %!

2.2.4.1 Reakce s o-ftalaldehydem

Nejrozsifengj$im derivatizanim postupem pro aminokyseliny je reakce
(Obrazek 11) s o-ftalaldehydem, poskytujici fluoreskujici derivaty. Sdm o-ftalaldehyd
nefluoreskuje. o-ftalaldehyd nereaguje se sekundarni aminoskupinou a nelze jej pouzit
pro stanoveni nékterych aminokyselin, jako jsou prolin a hydroxyprolin. Aminokyseliny
a peptidy poskytuji s o-ftalaldehydem =za piitomnosti merkaptoethanolu derivaty
s dobrymi vlastnostmi. Reakce se vice aplikuje v ,,post-kolonové* derivatizaci. Derivaty
nejsou rovnéz dostateCné stabilni, mize u nich dochéazet k riznym presmykim. To je
jeden z hlavnich divoda pouziti v ,,post-kolonové™ derivatizaci, kdy vedlejsi produkty

reakce nerusi vlastni detekci.” 1!

Je-li derivatizace o-ftalaldehydem provadéna za kolonou, separuji se
analyzované aminokyseliny na katexovych kolonach, obdobnych tém, které se pouZzivaji
po ninhydrinové derivatizaci. Derivatizacni reakce se provadi v reakéni spirale (20 cm),
pfi priatoku 0,5 ml/min, pii teplot¢ 55 — 68 °C. Provadi-li se derivatiza¢ni reakce
pred separacni kolonou, déli se vysledné produkty aminokyselin na obracenych fazich,
nejcastéji Cig-silikagelu s gradientem pufr — acetonitril. Mozna je i separace kapildrni
elektroforézou. Nevyhodou ptedkolonové derivatizace je nestalost vznikajicich
produktt. Stabilitu produktd 1ze zvysit snizenim hodnoty pH z 9,5 na 7,2 a vnesenim
derivatizovanych aminokyselin okamzit¢ na kolonu, nejlépe v automatizovaném on-line
systému. Pfedkolonova derivatizace sekundarnich aminokyselin se provadi

za piitomnosti chloraminu T, kterym se oxiduje sekundarni aminoskupina.” '
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(|)| S—/—OH

H _—
+ R—CH—cooH + HS — N—CH—COOH
EjCH | _\—OH ~ |

| | NH, R

Obrazek 11: Obecna rovnice reakce o-ftalaldehydu s aminokyselinou

2.2.4.2 Reakce s dansylchloridem

Dansylchlorid (5-dimethylaminonaftalen-1-sulfochlorid) je jednim z nejstarSich
a nejbéznéjsich derivatiza¢nich ¢inidel pro aminy, aminokyseliny a peptidy. Excitacni
maxima se pohybuji vrozmezi 350 — 370 nm a emisni maxima Vv rozmezi

490 — 530 nm.> 1%

Reakce (Obrazek 12) probiha v alkalickém acetonu a vysledné produkty
fluoreskuji. Nevyhodou reakce je tvorba dvou kontaminanti a to dansylsulfonové

kyseliny (produkt hydrolyzy) a dansylamidu (produkt reakce s amoniakem).” '*!

Dansylchlorid poskytuje pii predkolonové derivatizaci volné primarni
aminoskupiny fluoreskujici sulfonamidy. Nevyhodou je, ze ¢inidlo samo fluoreskuje a
navic podléha hydrolyze za vzniku fluorescencné aktivnich hydrolytickych produkti.
U pfirozenych vzorkl, obsahujici volny amoniak, je ve smési pfitomen jeste

dansylamid. Vzniklé derivaty se nejcastéji déli v systému obracenych fazi, ale i

kapilarni elektroforézou.” ']
SO,(l Ozs—NH—TH—COOH
R
+ R—CH—COOH ———>
| - HCl
NH,
N N
H,C~ CH, H,C~ CH,

Obrazek 12: Obecna rovnice reakce dansylchloridu s aminokyselinou
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2.2.4.3 Reakce s fenylisothiokyanatem

Stanoveni aminokyselin reakci (Obrazek 13) s fenylisothiokyanatem, ktery je
Siroce pouzivané ¢inidlo, je odvozeno od Edmanovy degradace bilkovin. Derivatizace
se provadi pfed kolonou a vznikl¢ fenylthiohydantoiny je mozno dale konvertovat na
fenylthiokarbamylové derivaty zvySenim pH. Separace vyslednych produktt se provadi
na obracenych fazich (C,g) nebo zénovou kapildrni elektroforézou, eventualné micelarni
elektrokinetickou chromatografii. Déleni v systému s obracenymi fadzemi je bud
izokratické nebo l1épe s gradientem acetonitril-pufr a UV detekce se provadi pti 254 nm.

Doba déleni je asi 20 minut."!

R R
PN i
HN COOH N —=0 o
)\ 5\ d = NH
X
N—C—S HN s HN NJ\\
S
+ R—CH—COOH —> . ,

NH,

Obrazek 13: Obecna rovnice reakce fenylisothiokyanatu s aminokyselinou

2.2.5 Formolova titrace

Jednou z metod kvantitativniho stanoveni aminokyselin je tzv. formolova titrace
(Obrazek 14) podle Serensena. Aminokyseliny se nedaji vzhledem k amfoternimu
charakteru titrovat pfimo. Teprve po =zablokovani zésadit¢ aminoskupiny
formaldehydem za vzniku Schiffovy béaze Ize karbonylovou skupinu titrovat
alkalimetricky. Po reakci aminokyseliny s formaldehydem se uplatni kysely charakter
karboxylu a kyseliny je mozné titrovat odmérnym roztokem hydroxidu na

fenolftalein,!'2 13- 141

R—CH—COOH + H,C=0 — R—CH—COOH + H,0

NH, N—CH,

Obrazek 14: Obecna rovnice reakce formaldehydu s aminokyselinou
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Metoda je vhodna pro stanoveni celkového mnozstvi a-aminodusiku. Stanoveni
rusi amoniak, ktery se musi z analyzovaného vzorku odstranit, jelikoz s formaldehydem
reaguje za vzniku hexamethylentetraminu. U barevnych roztoki je nutné pouzit

potenciometrické indikace.!'*!

2.2.6 Manometrické stanoveni aminokyselin dle van Slykea

Vroce 1910 piedstavil manometrickou metodu pro kvantitativni stanoveni
aminokyselin s primarni aminoskupinou (Obrdzek 15) v hydrolyzatech proteini a
potravin Donald D. Van Slyke. Kyselina dusitd konvertuje o-aminokyseliny
na o-hydroxykyseliny, uvoliiuje se ekvimolarni mnozstvi dusiku, kyselé produkty

rozkladu HNO, se absorbuji v roztoku hydroxidu a mnozstvi dusiku se ur¢i z nartstu

tlaku.[H’ 15, 16]

Obrazek 15: Obecné rovnice reakce primarni aminoskupiny s kyselinou dusitou

Priméarni aminy poskytuji s kyselinou dusitou diazoniovy iont, ktery je velmi
nestaly a dale se rozklada za vyvoje dusiku a karbokationtu. Kationt je reaktivni a

reaguje s vodou za vzniku alkoholu.!'”!

H
R—NH, + HNO, —= R—N=N + 21,0

RANEN —= R —2a RO
N, -H
Z 1 molu primérniho aminu vznika 1 mol dusiku. Sekundarni a terciarni aminy
nevyvijeji zadny dusik. Ke stanoveni slouzi specialni aparatura. Reakce se provadi
za laboratorni teploty v reakéni nadobce za mechanického tfepani. Kyselina dusita se
ptipravuje z dusitanu sodného a ledové kyseliny octové. Vytvorenymi oxidy dusiku se
vypudi z aparatury vzduch. Oxidy dusiku se pohlti v Hempelové pipeté s alkalickym
roztokem manganistanu a zbyly dusik se méti v plynové byreté. Prolin a hydroxyprolin

neodstépuji zadny dusik, jelikoz obsahuji pouze sekundarni aminoskupinu.!"”
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Vzorek je zpracovan v glycerolu s dusitanem sodnym a kyselinou octovou a
probiha méfeni objemu plynného dusiku, ktery je generovan. Tato reakce se obvykle
provadi po dobu 30 minut, béhem kterych se okyseli dusitan sodny kyselinou octovou
na kyselinu dusitou, kterd reaguje s primarni aminoskupinou aminokyseliny za tvorby

diazotované soli, nadbytek kyseliny dusité se rozklada na vodu a oxidy dusiku.!'®

Pro rozlozeni aminu jsou nejvhodnéj$imi podminkami velky ptebytek dusitanu,
ze které¢ho se uvoliiuje kyselina dusita ekvivalentem slabou kyselinou (kyselina octova).
Velky ptebytek cinidla zplsobuje urychleni reakce. Pouziti slabé kyseliny misto
mineralnich kyselin pouzitych v pfedchozich metodach zpisobuje vyvoj relativné

proteolytickych produkta.!!

Tato metoda je uzitecnd pro odhad mnozstvi aminového dusiku v neznamych

latkach a ve smésich jako je hydrolyzovany protein.!'¥

R—CH—COOH + HNO, — R—CH—COOH + N, + H,0

NH, OH

Obrazek 16: Obecna rovnice reakce aminokyseliny s kyselinou dusitou za vzniku
ptislusné hydroxykyseliny

2.2.6.1 Reakce prolinu s kyselinou dusitou

Prolin jako jediny z 20 zadkladnich aminokyselin neméa na o-uhliku primarni
amin, ale sekundarni amin, ktery je soucasti pyrrollidinového kruhu. Tudiz reaguje
s kyselinou dusitou jinak néz se ptedpoklada u zbyvajicich zakladnich aminokyselin.
Primérni aminy reaguji s kyselinou dusitou za vzniku pfislusné hydroxyslouceniny,
sekundarni aminy reaguji s kyselinou za vzniku N-nitrosamind (Obrazek 17), které
mohou byt relativné nestalé a mohou dale reagovat. Reakce prolinu s kyselinou dusitou
poskytuje minimaln¢ dva produkty. Dikazem je poskytnuti dvou odd€lenych zon pfi

ITP stanoveni aniontovym modem.!” '™

Obdobnym zplisobem reaguje 1 hydroxyprolin pfi manometrickém stanoveni.
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Obrazek 17: Rovnice reakce prolinu s kyselinou dusitou

2.3 Izolace bilkovin

Volné¢ aminokyseliny nachdzime v biologickém materidlu bézn¢ jen v malé
koncentraci. Vétsina jich je v zivych objektech vazana v bilkovinach. Pfi pfiprave urcité
aminokyseliny vychazime =z bilkoviny bohaté na aminokyselinu, kterou chceme
izolovat. Nejcasté¢ji se izoluji aminokyseliny z bilkovinnych hydrolyzati nebo ze smési

volnych aminokyselin obsaZzenych v riiznych mimobuné&énych tekutinach.”!

Podstatou hydrolyzy bilkovin je Stépeni peptidovych vazeb, kterymi jsou
v bilkovinach vzdjemné vdzany aminokyseliny. Bilkovinny hydrolyzat miizeme ziskat

,kyselou®, ,,alkalickou* nebo enzymovou hydrolyzou.” '*!

»Kyseld“ hydrolyza se provadi za varu pii 110 °C po dobu 18 — 24 hodin
s kyselinou chlorovodikovou, kterd se z hydrolyzatu nakonec oddestiluje. Nevyhodou
kyselé hydrolyzy je, Ze se pfi ni zni€i tryptofan a Ze za pfitomnosti cukernych slozek
vznikaji z produktli jeho odbourani huminové latky. Aby se zabranilo jejich vzniku,
provadi se kyseld hydrolyza za  pfitomnosti kovového cinu  nebo

kyseliny mraven¢i.> 1> 1]

V dnesni dobé€ se provadi rychlejsi kyseld hydrolyza pomoci 6 M HCl pii 150 °C
v zatavenych ampulich za 1 hodinu oproti metodé, ktera vyuziva 6 M HCI pii 110 °C

v zatavenych ampulich po dobu 20 — 24 hodin."*"!

Pti ,,alkalické* hydrolyze se bilkoviny nej€astéji vaii pod zpétnym chladicem
s hydroxidem barnatym nebo hydroxidem sodnym. Alkalickd hydrolyza je vhodna
pro stanoveni aminokyselin nestalych v podminkach kysel¢ hydrolyzy (tryptofan).
Hydroxid sodny se neutralizuje kyselinou octovou a hydroxid barnaty kyselinou
sirovou. Alkalicka hydrolyza se pouzivd malo, nebot se pii ni rozkladaji sirné
aminokyseliny, hydroxyaminokyseliny a arginin. V alkalickém prostiedi dochazi za
varu také k racemizaci aminokyselin. Pfi ,kyselé” 1 ,,alkalické* hydrolyze se rovnéz

deamiduje glutamin a asparagin.[5 - 12]
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Enzymova hydrolyza bilkovin je nejSetrnéjsi zptsob Stépeni peptidovych vazeb,
protoze pifi ni nedochdzi k destrukci uvolfiovanych aminokyselin. Jednotlivé
proteolytické enzymy S§tépi specificky jen urcité peptidové vazby, takze za pouziti
jednoho enzymu nelze bilkovinu Uplné hydrolyticky degradovat az na volné

aminokyseliny. Je proto tieba pouZivat smés proteolytickych enzymd."’

2.4 Stanoveni aminokyselin

K orientaénimu  stanoveni aminokyselin v potravinafskych materialech,
resp. v hydrolyzatech bez predchoziho chromatografického déleni lze pouzit jednak
obecnych metod, kterymi lze ziskat informace o celkovém obsahu aminokyselin a

jednak metod, jimiZ je mozné stanovit jednotlivé aminokyseliny.!'*!

K prvnimu skupiné patii metoda stanoveni aminokyselin formolovou titraci
podle Serensena, volumetrickd metoda podle van Slykea a spektrofotometrickd metoda
stanoveni veSkerych aminokyselin po reakci sninhydrinem nebo kyselinou
2,4,6-trinitrobenzensulfonovou.  V druhé  skupiné naSla  nejvétsi  uplatnéni
spektrofotometrickd metoda stanoveni aminokyselin s ninhydrinem po jejich rozdéleni

na ionexech, stanoveni po rozdéleni v plo§ném uspotadani a plynovéa chromatografie.!'”

Analyzu aminokyselin lze provadét na Urovni fmol metodami za pouziti
flourescencni detekce, zatimco u derivati detekovanych fotometricky je analyza

na rovni pmol.’*”!

2.4.1 Spektralni metody

Pomoci spektralnich metod lze stanovit pouze celkové mnozstvi aminokyselin,
kdy se vyuziva reakce s ninhydrinem a reakce s kyselinou

2,4,6-trinitrobenzensulfonovou.!'?

Derivaty aminokyselin, které absorbuji zafeni v ur¢ité ¢asti UV/VIS spektra se
vyuzivaji k detekci po jejich separaci pomoci chromatografickych ¢i elektroforetickych

metod.”!
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2.4.1.1 Spektrofotometrické stanoveni aminokyselin reakci s ninhydrinem

Aminokyseliny s volnou aminoskupinou poskytuji s ninhydrinem kondenzacni
produkty modie az fialové zbarvené, rizného odstinu i intenzity. Vyjimku tvoii prolin a
hydroxyprolin, které poskytuji Zluté produkty. Absorbance je méfena pii 570 nm
pro vSechny aminokyseliny kromé prolinu a hydroxyprolinu, kdy se je pouzita vinova

délka 440 nm. 1%

Metoda je vhodnd pro stanoveni celkového obsahu aminokyselin, ale
i pro stanoveni jednotlivych aminokyselin po pfedchozim chromatografickém nebo

elektroforetickém rozdéleni.!'?!

24.1.2 Spektrofotometrické stanoveni aminokyselin kyselinou

2,4,6-trinitrobenzensulfonovou

V alkalickém prostfedi vznikd reakci kyseliny 2,4,6-trinitrobenzensulfonové
s aminokyselinami (Obrazek 18) Meisenheimeriv komplex zluté barvy, jehoz

absorbance je spektrofotometricky proméfena pii 340 nm.!"?

Metoda je vhodna pro stanoveni celkového obsahu aminokyselin nebo
pro stanoveni jednotlivych aminokyselin po pfedchozim chromatografickém rozdéleni,
kdy amonné soli a prolin nereaguji.!'*!

NO, NO,
R—CH—COOH + O,N SOH ——== O,N 80,—NH—CH—COOH
)

NH, R
NO, NO,

Obrazek 18: Obecna rovnice reakce kyseliny 2,4,6-trinitrobenzensulfonové
s aminokyselinou

2.4.2 Chromatografické metody
2.4.2.1 Papirova chromatografie a tenkovrstva chromatografie

Chromatografie na papite (PC) je rozd€lovaci chromatografie, pti které je
stacionarni faze fixovana na inertnim celulosovém nosi¢i. Vyhody jsou jednoducha

manipulace, piiprava staciondrni faze a dobré reprodukovatelnost vysledki. Nevyhodou
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je zdlouhavost, mala kapacita, obtiznéjsi izolace latek po rozdéleni a nemoznost pouziti

nékterych detekénich &inidel.!'

Nejpouzivangj$i dvoudimenzionalni soustavou mobilni faze je smés fenol/voda
v poméru 8 : 2, ale vyuziva se i mnoho jinych latek, které mohou lépe ¢i htte slouzit
jako mobilni faze. Jako detek¢ni Cinidlo se nejcastéji vyuziva roztok ninhydrinu, kterym

je papir po separaci postiikan.!'?!

Chromatografie na tenké vrstvé (TLC) umoziiuje pouzit veEétSi mnozstvi
stacionarni faze nez u PC, také dochédzi k menSimu rozpiti nandsenych skvrn. Jako
stacionarni faze se nejCastéji pouziva silikagel, celulosa, alumina a biogely. Na plose

10x10 cm je mozné separovat az 60 slou¢enin.!'”

Papirovd chromatografie a tenkovrstva chromatografie se pouziva pro rychlé
urceni, eventualn¢ pro semikvantitativni stanoveni. Tyto dvé metody byly v dnesni dobé

GipIné nahrazeny plynovou a kapalinovou chromatografii.!'*!

2.4.2.2 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (GC) je Siroce vyuzivana pro analyzu aminokyselin
kvili svym vysokym rozliSovacim schopnostem, vysoké citlivosti, jednoduchosti a
nizkym nékladdm. Hlavnim problémem plynové chromatografie je nutnost
derivatizovat aminokyseliny na méné polarni, ale dostatecn¢ tékavé a stabilni

v . 9,12,21
slou¢eniny.” '# 2!

Aminokyseliny 1ze plynovou chromatografii stanovovat ve form¢ esterd, hlavné
n-butyl a n-amylesterti nebo esterii N-acetylaminokyselin, kdy je dosazeno nejlepsiho
déleni. Dalsimi t€kavymi derivaty jsou N-trifluoroacetylestery aminokyselin, pfedev§im
N-trifluoroacetyl-n-butylestery. V této formé a ve forme¢ N-heptafluoroestert lze délit

viechny aminokyseliny p¥itomné v bilkovinnych hydrolyzatech.!'*

Nejcastéji se v GC jako derivaty pouzivaji N-perfluoroacylalkylestery, které
zahrnuji N-trifluoracetylmethylestery, N-trifluoracetyl-n-propylestery,
N-trifluoracetylbutylestery, N-pentafluorpropionylisopropylestery,
N-heptafluorbutyrylisobutylestery a N-pentafluorbenzoylisobutylestery. Tyto estery
byly hodné¢ studovany a nékteré znich byly Uspé$né vyuzivany ke kvantifikaci

aminokyselin v biologickych vzorcich. Nékteré ztéchto sloucenin maji specialni
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pozadavky na derivatizacni postupy, jako je bezvodé prostiedi, vysoka reakcni teplota a

degradace amidi u glutaminu a asparaginu zptsobend katalyzatorem HCL.1*!

Dalsim typem derivatizace aminokyselin pro GC stanoveni je tzv. silylace, coz
znamena prevedeni na trimethylsilylestery N-trimethylsilylaminokyselin, pfipravené
reakci s trimethylchlorsilanem a hexamethyldisilasanem. Tato derivatizace je
jednostupiiova a je mozné ji provadet i za laboratorni teploty. Jednou z nevyhod je, Ze
17 aminokyselin reaguje za nékolik desitek minut pii zvySené teploté, glycin, arginin a

glutamin zreaguji aZ po 2,5 hodinach.” > 2!

Plynové chromatografie je pfimo pouzitelna pro stanoveni aminokyselin
ve vodnych roztocich nebo v kyselych hydrolyzatech cistych bilkovin. Volné
aminokyseliny pfitomné v nékterych biologickych materidlech a bilkovinné hydrolyzaty

téchto materiald se ped analyzou predisti chromatograficky na sloupcich ionexa.!'!

Byla provedena separace a stanoveni o-fosfoaminokyselin chromatografii
na tenké vrstve, gelovou elektroforézou, analyzatorem aminokyselin, vysokouc¢innou
kapalinovou chromatografii (HPLC), kapilarni zénovou elektroforézou (CZE) a
imunotestem. Vé&tiina téchto metod viak vyzaduje znadeni **P pro detekci a kvantifikaci
o-fosfoaminokyselin a proto nemtiize byt pouzita pro analyzu neznacenych
o-fosfoaminokyselin v biologickych vzorcich. Navic n¢které z nich vykazuji Spatné
rozliSeni nebo nizkou citlivost. Metody HPLC zalozené na piedkolonové ultrafialové
derivatizaci S fenylisothiokyanatem, dabsylchloridem a
N-(2,4-dinitro-5fluorfenyl)-1-alaninamidem,popf. predkolonové fluorescenéni
derivatizaci s 9-fluorenylmethylchlorformidtema CZE metody zalozené na UV
derivatizaci pomoci fenylisothiokyandtu nebo dabsylchloridu byly vysoce citlivé, ale
nckteré z téchto metod postradaji specificnost. Navic mnohé z téchto metod vyzaduji
dlouhou separacni dobu a vy¢€isténi vzorku za Gcelem odstranéni piebyte¢ného ¢inidla a
koexistujicich latek. Pro métfeni endogenné fosforylovanych aminokyselin byly pouzity
1 imunotesty protilatek proti kazdé¢ o-fosfoaminokyseliné, ale tyto metody zahrnuji

nékteré problémy ve specificitd a crossreaktivité protilatek.'*!

V nedavné dobé byla vyvinula selektivni a citlivdA metoda pro urceni
o-fosfoaminokyselin pomoci plynové chromatografie s plamenovou fotometrickou
detekci (FPD) za pouziti kapilarni kolony, ve které jsou tyto slouceniny analyzovany
jako jejich N-isobutoxykarbonylmethylester derivaty. PouZzitim této metody byl

prokazan obsah volnych o-fosfoaminokyselin v tkanich a moci. Derivatizaci
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na N-isobutoxykarbonylmethylestery o-fosfoaminokyselin lze snadno, rychle a
kvantitativné provést reakci s isobutylchlorformidtem protiepanim ve vodném
alkalickém prostfedi a néslednou esterifikaci diazomethanem. o-fosfoaminokyseliny v
peptidech nebo proteinech byly uvolnény ze vzorku kyselou a alkalickou hydrolyzou
pted derivatizaci. Hlavni vyhodou této metody je to, Ze tyto aminokyseliny mohou byt
snadno pfeménény ve vodném prostiedi bez jakéhokoli dalsiho ¢isténi a jejich derivaty
jsou stabilni vici vlhkosti. Kromé toho mohou byt derivaty kvantitativné a
reprodukovatelné rozdéleny do 20 minut za pouziti kapilarni kolony a poskytuji

vynikajici odezvu FPD.*

2.4.2.3 Kapalinové chromatografie

V dnesni dobé se ke stanoveni aminokyselin nejvice vyuziva vysokoucinna
kapalinové chromatografie (HPLC). Aminokyseliny neabsorbuji UV zafeni, tudiz je
nutné je derivatizovat, aby mohla byt umoznéna UV nebo fluorescencni detekce.
Nejvice se vyuziva postkolonova derivatizace, pfed niz musi byt jednotlivé
aminokyseliny separovany na iontové-vyménné koloné. Nejcastéji vyuzivana
derivatizacni c¢inidla jsou ninhydrin, fluorescamin a o-ftalaldehyd. Postkolonova
derivatizace je presnéjsi, jelikoZ nemusi byt manipulovano s derivaty, které mayji
omezenou stabilitu, ale potfebuje dlouhy cas analyzy a ma vysoké provozni néklady.
Ptredkolonova derivatizace probihd pfed samotnou separaci nejcastéji pomoci
autosampleru ptfed nastfikem do chromatografu. Piedkolonova derivatizace je
dostupnéj$i a levnéjSi metoda. Pfi tomto typu derivatizace se nejcastéji jako
derivatizacni c¢inidlo vyuziva fenylisothiokyanat, o-ftalaldehyd, dansylchlorid a
9-fluorenylmethylchlorformiat, pficemz kazd¢ cinidlo méa své konkrétni vyhody a

omezeni. % 20- 23-24. 251

Predkolonova derivatizace pomoci ¢inidla fenylisothiokyanatu probiha
za laboratorni teploty po dobu 5 az 10 minut. Dale se fenylthiokarbamylové derivaty
rozpusti voctanu amonném pii pH 6,8 a pouzije se kolona soktyl- nebo
oktadecylsilylovou fazi. Detekce je pfi 254 nm a eluce vSech fenylthiokarbamylovych
aminokyselin probéhne do 30 minut za pouziti gradientu mobilni faze, kterou tvofi

octanu amonny a acetonitril nebo methanol.**!
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Pii pouziti fluorescen¢nich detektori muzeme stanovovat aminokyseliny
az o koncentracich pmol/l. Vzorky bilkovin jsou nejprve kysele hydrolyzovany,
poté probiha automatickd derivatizace o-ftalaldehydem a dale in-line analyza pomoci

HPLC-RP s detekci UV/VIS zaienim.**

Jednou z moznych analyz aminokyselin je pouziti vysokoucinné kapalinové
chromatografie s hmotnostni spektrometrii (LC-MS). Bohuzel nejsou stanoveny vhodné
podminky analyzy pro volné aminokyseliny, vétSina metod LC-MS byla vyvinuta

pro derivatizované aminokyseliny.'*”!

Aminokyseliny jsou uzite¢né markery pro definovani pravosti ovocnych §t'av a
jejich pouziti je komplikovano pfirozenou variabilitou ovoce. PredevSim prolin je
v ramci evropskych regulacnich hodnot zahrnut do testovani pravosti ovocnych §tav a

nektari. >

V ovocnych §tavach se aminokyseliny stanovuji pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie s obracenymi fazemi, jelikoz je to jednoducha, rychld a
spolehliva metoda, kdy se stanovi az 16 aminokyselin. Tato metoda nevyZzaduje ¢isténi
vzorku, pouze se upravi hodnota pH na alkalickou (pH 8,5) za pouziti boritanového
pufru a poté se aminokyselina pfevede na stabilni derivat za pouziti
9-fluorenylmethylchlorformiatu. Prebytek derivatizacniho €inidla se odstrani aminem
I-aminoadamantan-hydrochloridem. Postup derivatizace je jednoduchy a rychly,
pfiemz se nejvice vyuzivd predkolonové derivatizace pro jeji jednoduchou
instrumentaci, nizké néklady a kratkou dobu derivatizace. Aminokyseliny jsou

detekovany pii 263 nm a eluovany béhem 35 minut.*¥

2.4.2.4 Automatické analyzatory aminokyselin

Automatické analyzatory aminokyselin pracuji na principu vysokoucinné
kapalinové chromatografie. Aminokyseliny se nejprve rozdéli na sloupci silné kyselého
katexu eluci citranovymi pufry o pH 3,25 a 4,25, bazické aminokyseliny se rozdéli
na sloupci téhoz ionexu eluci citranovym pufrem o pH 5,28. Dé¢leni aminokyselin
na katexu kyselymi pufry s pieruSovanym gradientem pH probihd v nederivatizované
form¢. Po separaci probiha postkolonova derivatizace ninhydrinem za zvySené teploty
(55 °C). Nakonec projde smés dvéma fotometrickymi detektory, pomoci nichz se méti

absorbance pfi 440 a 540 nm. Mez detekce této metody je 100 pmol. Metoda ma
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univerzalni pouziti, je vhodna pro déleni smési volnych aminokyselin i pro vSechny

druhy bilkovin a peptida.” '

2.4.3 Elektromigra¢ni metody
2.4.3.1 Elektroforetické stanoveni

Kapilarni elektroforéza (CE) je Siroce pouzivana ke studiu aminokyselin. Tato
technika ma nékolik vyhod, jako je rychla analyza, vysoka selektivita, vysoka citlivost,
mald spotifeba vzorku a aplikace na velké mnozstvi vzorkli pro rutinni aplikace.
Nejcastéji se aminokyseliny analyzuji kapilarni elektroforézou pomoci UV detekce a

fluorescence indukované laserem (LIF).1"

Kapilarni elektroforéza je provadéna s ptedkolonovou, postkolonovou a
kolonovou derivatizaci UV chromoforovymi nebo fluoroforovymi ¢inidly, aby bylo
dosazeno lepsiho rozliSeni a citlivosti. Nejcastéji se jako derivatizaéni €inidlo pouziva

dansylchlorid, o-ftalaldehyd, fenylisothiokyanat a 9-fluorenylmethylchlorformiat.* >*!

Pti derivatizaci aminokyselin dochazi cCasto béhem detekce k interferencim
s piky reagencii, nebo vznikaji viceCetné derivatiza¢ni produkty. Proto byla vyvinuta
metoda kapilarni elektroforézy s nepiimou UV detekci pro analyzu nederivatizovanych
aminokyselin. Pfi této metod¢ jsou do nosného elektrolytu pfidavany latky, které
absorbuji v UV oblasti. Detektorem prochéazi nosny elektrolyt, ktery dava staly signal a
po prichodu aminokyseliny signdl klesne. Metoda je jednoduché, ale ma mensi citlivost

a selektivity.!®!

Nejvice se derivatizace provadi on-line, aby byla piiprava vzorkll co
nejjednodussi. Pfi on-line derivatizaci se pouziva 1,2-naftochinon-4-sulfonat jako
derivatizacni Cinidlo a absorbance se zaznamendva pii 230 nm. Nejcastéji se tato

metoda pouZiva pii analyze aminokyselin v krmivech a farmaceutickych piipravcich.*”!

V CE lze pouzit i elektrochemicky detektor s pomocnou pracovni elektrodou
modifikovanou uhlikovymi nanotrubicemi. Elektrokatalytickd detekce je zvySena a
snizil se 1 provozni potencidl, navic se snizilo znecisténi povrchu elektrody. Metoda se

vro 71 ’ . . . . v . 30
vyuzivé ke stanoveni hydrazinu, fenolu, purinu a aminokyselin, hlavné tyrosinu.”*"
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Efektivni mobilita kationtovych forem aminokyselin byla stanovena pomoci
CZE s dvojitym bezkontaktnim vodivostnim detektorem za pouziti kyselého elektrolytu

pi pH 2,0 — 3,0.P%

Spektroskopii termalnich ¢ocek (druh fototermdlni spektroskopie) lze vyuzit
k vysoce citlivé detekci. Lze ji provadét pod mikroskopem a je citlivejsi pii aplikaci
na vodorovny povrch, coz je obtizné pouzit v kombinaci s kapildrou kviili jejimu
zakiivenému povrchu. Z tohoto diivodu byl pro spolehlivé méfeni vyvinut €ip rozhrani,
ktery je na konci separa¢ni kapildry. Touto metodou byla zkoumana a optimalizovana

derivatizace dabsylchloridu s aminokyselinami (glycin, alanin, prolin a methionin).”"’

Stale vice se pro detekci pouziva elektrochemiluminiscencni detektor, a to
hlavné pfi kvantitativnim stanoveni aminokyselin v mo¢i, prevdzné prolinu a kyseliny

piperidové za pouziti tris(2,2'-bipyridine)ruthenia(II).”"

Jednim z nejpozoruhodnéjsich pouziti CE-LIF je vyvoj systému Mars Organic
Analyzer (MOA), coz je nastroj CE pro analyzu citlivych biomarkerti aminokyselin.
MOA byl poprvé pouzit k analyze piidnich vytézkt z Chile a pousté Atacama detekujici
aminokyseliny v rozmezi koncentraci 10 az 600 ppb. V mineralu jarosit, ktery je bohaty
na sirany a souvisi s tekutou vodou, kterd byla zjiSténa na Marsu, byly detekovany

aminokyseliny od 70 ppt do 100 ppb.*”

Spojeni kapilarni elektroforézy, kterd zajiStuje rychlou analyzu, a hmotnostni
spektrometrie, kterd poskytuje vysokou selektivitu a citlivost, je vyhodné pro stanoveni
aminokyselin (CE-MS). Rezim ionizace elektrosprejem (ESI) je citlivy, vSestranny a
snadno pouzitelny v kombinaci s CE. Pomoci metody CE-ESI-MS muzZe byt stanoveno
19 nederivatizovanych zékladnich aminokyselin a da se pouzit mimo jiné pii analyze
aminokyselin v sjové omacce, pivu, saké a moci. Vyhodami této metody je stanoveni
bez derivatizace v kratké dobé analyzy, citlivost, selektivita bez jinych interferenci
matrice, reprodukovatelnost, dlouhodob4 stabilita a minimalni Gprava vzorku. Separace
se provadi na kapilarach ztaveného kiemene a jako elektrolyt je pouZzivan roztok
kyseliny mravenci pii pH niz§im nez 2,77, aby aminokyseliny migrovaly ke katod¢, coz

je smér rozhrani elektrospreje.! **
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2.4.3.2 Izotachoforetické stanoveni

Aminokyseliny jsou v biologickém materidlu Casto analyzovany, ale
izotachoforéza neni v tomto sméru pfili§ pouzivana. Amfoterni charakter aminokyselin
je hlavnim problémem pfi izotachoforetické analyze. V izotachoforéze mohou byt
aminokyseliny analyzovany bud’ jako anionty nebo kationty. Analyza aniontl je lepsi,
protoze existuje VveEtsi diferenciace hodnot pK aminoskupiny. Kationtovou
izotachoforézou lze analyzovat pouze bazické aminokyseliny (lysin, arginin a histidin).
Aniontovou izotachoforézou lze analyzovat vétSinu aminokyselin, ale az v alkalické
oblasti (pH vyssi nez 10), kdy hydrogenuhli¢itany vzniklé absorpci CO, ze vzduchu
narusuji zény a prodluzuji analyzu. Vice se vyuziva ITP analyza jen vybranych

aminokyselin nez stanoveni viech zékladnich aminokyselin b&hem jedné analyzy.”*>°!

Kapilarni izotachoforéza s konduktometrickou detekci v kationtovém rezimu
byva pouzivana pro separaci a stanoveni bazickych aminokyselin ve farmaceutickych
ptipravcich. Optimalni vedouci elektrolyt je 10 mmol/l octan sodny upraveny kyselinou
octovou na pH 4,0. Jako koncovy elektrolyt je pouzit 10 mmol/l B-alanin. Tato metoda
je citliva, jednoduchd, rychla (jedna analyza trvd 10 minut) a vysoce reprodukovatelna
pro stanoveni bazickych aminokyselin s minimalni Upravou a spotfebou vzorku.
Navrhovana ITP metoda mlize byt vhodna i pro analyzu slozitych biologickych vzorkd,
kde je pouzita jako Cistici a predkoncentra¢ni faze CE v on-line kombinované metod¢

ITP-CZE.B®

Vyskyt abnormalnich hladin kyseliny asparagové, asparaginu, kyseliny
glutamové a glutaminu miiZze byt obtizn¢ stanovitelny v séru nebo moci u déti trpicich
riznymi metabolickymi poruchami ovliviiujicimi nervovy systém. Volné aminokyseliny
a dalsi slozky s nizkou molekulovou hmotnosti mohou byt oddéleny od vzorkt lidského
krevniho séra membranovou ultrafiltraci a déale analyzovany pomoci izotachoforézy
bez dalsi upravy. Vysokomolekularnich latek je mozné se zbavit centrifugaci a filtraci.
Jako vedouci elektrolyt byl pouzit chloridovy aniont pro svou vysokou pohyblivost
pii pH 8,9 — 9,3. Koncovy elektrolyt musi mit niz§i efektivni pohyblivost nez
stanovované aminokyseliny pii pH nad 10,0, aby bylo zabranéno interferencim
hydrogenuhli¢itanu. Pomoci kombinace UV detektoru a vodivostniho detektoru je
mozné dosdhnout detek¢niho limitu 1 — 10 nmol. U latek absorbujicich v UV oblasti I1ze

dosahnout detek&niho limitu a2 16 pmol.?”

40



Vyvinutim metody umoziujici miniaturizovanou izotachoforetickou analyzu
aminokyselin byl vyfeSen problém kontaminace uhli¢itany volbou vhodného
elektrolytového systéme. Jako vedouci elektrolyt byla pouzita kyselina glykolova
pti pH 9,0 a pfidanym proti iontem byl hofecnaty kationt. Koncovym elektrolytem byl
B-alanin  pfi  pH 9,7. Miniaturizované¢ ITP  zafizeni je  umisténo
na poly(methylmethakrylatové) desticce s integrovanou kolonou s vodivostnim
detektorem. Diky této ITP analyze miiZze byt analyzovano az 7 aminokyselin (alanin,
asparagin, kyselina asparagovd, cystein, kyselina glutamova, fenylalanin a serin) za

kratky &as s vyuzitim v biochemii a potravinaiské chemii.”*®!

Izotachoforéza s gradientovou eluci je G€inna obohacovaci technika za pouziti
kontinuélniho vstfikovani vzorku proti proménlivému protiproudu elektrolytu s vysokou
elektroforetickou mobilitou. Coz znamend, Ze je vzorek vnasen do rezervoaru
s koncovym elektrolytem, kdy vedouci elektrolyt obsahujici pufr je mechanicky unasen
kolonou proti koncovému elektrolytu az dojde k jejich smiseni. Snizenim protiproudu
dojde k odebrani obohacené¢ho zasobniho analytu do kapildry pro UV detekci.
Tato metoda byla pouzita pii analyze kyseliny asparagové a glutamové v silné
zasolenych matricich jako je mozkomiSni mok, moc¢, sliny, sérum nebo moiska voda.

K oddéleni a detekei dojde za méné nez 25 minut.””!

Izotachoforéza s gradientovou eluci mize pouzivat i UV detektor bez nutnosti
fluorescen¢nich analytli nebo derivatizace, ¢imz se snizi naklady metody. Touto
metodou mohou byt analyzovany aminokyseliny jako je tryptofan a tyrosin za méné nez
6 minut, jelikoz aromaticky systém obsahuje konjugované dvojné vazby a tim padem

neni potfeba derivatizace pro UV absorpéni detekei.*”

Pro stanoveni kyseliny asparagové a glutamové v rajcatové stave lze také vyuzit
kapilarni izotachoforézu. Jako vedouci elektrolyt se pouzivd 10 mmol L-histidin
monohydrochlorid upraveny na pH 5,5 pomoci 1 % poly(vinylpyrrolidinu) a jako
koncovy elektrolyt 5 mmol morfolinethansulfonova kyselina upravend na pH 6,0
pomoci tris(hydroxymethyl)aminomethanem. ITP analyza aminokyselin v rajcatové
stave je jednoduchd, méa nizké ndklady a je to dobrad alternativa k HPLC. Touto
metodou byly analyzovany rizné odriidy rajcat, ale i komercni rajcatové Stavy.
Kyselina glutamova a asparagova se bézn¢ vyskytuji v rajCatech, a diky této metodé¢ pfi
analyze komercnich §tav se da odhalit pfidavani glutamétu a aspartatu do téchto $tav

pro podpofeni rajéatové chuti ve §tavach.!*!!
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2.4.4 Hmotnostni spektrometrie

Nejcast¢jSim ukolem hmotnostni spektrometrie v biochemii je identifikace
nezndmych proteinii v roztoku nebo po elektroforéze v polyakrylamidovém gelu.
Jednim z moznych pfistupli je metoda peptidového mapovani. Tato metoda je zalozena
na ptredpokladu, ze specifickym St€penim urcitého proteinu ziskdme soubor peptidd,

ktery je unikatni pro tento protein.!**!

Prvnim krokem pfi peptidovém mapovani je tedy rozstépeni nezndmého
proteinu specificky $tépici proteasou, nejcastéji trypsinem. Trypsin se pouziva z diivodu
své vysoké specifity, je levny a vytvari peptidy o primérné délce 10 — 20 aminokyselin
vhodné pro analyzu pomoci hmotnostni spektrometrie. Hmotnosti vzniklych peptidi se
nejcastéji stanovuji pomoci MALDI-TOF. Ziskané hmotnosti peptidii se porovnavaji
s hmotnostmi peptidi vzniklych stejnym zplsobem zné€které znamé bilkoviny.
K tomuto postupu slouzi celd fada programl vyuZzivajicich vetejn¢ dostupné databaze
proteinovych sekvenci. Vysledkem hledani je seznam proteini, jejichz St€penim mohou

vzniknout peptidy o zméfenych hmotnostech.*

2.5 Prolin

Prolin (kyselina pyrrolidin-2-karboxylova) (Obrazek 19) je zvlastni tim, Ze
na a-uhliku nema primarni aminoskupinu, ale sekundarni skupinu, jako soucast
pyrrollidinového kruhu. Stechiometricky vzorec prolinu je CsHoNO; a jeho molekulova
hmotnost je 115,132 g/mol. pKa prolinu je 1,99, pKg je 10,60 a pl pii 25 °C je 6,30.
Je to bily krystalicky prasek, bez zapachu, sladké chuti. Taje a nasledné se rozklada
mezi 220 az 222 °C. Je stabilni a dobfe rozpustny ve vod¢ i v organickych

rozpoustédlech, nejlépe v ethanolu.!" **!

OH
N
H 0o

Obrazek 19: Struktura L-prolinu
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Prolin je cyklickd, pro ¢lovéka neesencidlni aminokyselina, kterd je slozkou
mnoha bilkovin. V kolagenu tvofi prolin téméf tfetinu vSech aminokyselin. Kolagen je
hlavni podpiirny protein pokozky, Slach, kosti a pojivové tkdné. Rostliny pouZzivaji

prolin pro vyrobu pylu.[*

Prolin je odvozen od aminokyseliny L-glutamatu, ze kterého je nejprve tvofen
glutamat-5-semialdehydpomoci glutamat-5-kindzy a
glutamat-5-semialdehyddehydrogenézy, kterd pro svou ¢innost vyzaduje NADH nebo
NADPH. Tento semialdehyd mize bud spontanné cyklizovat za vzniku
1-pyrrolin-5-karboxylové kyseliny, ktera se redukuje na prolin
pyrolin-5-karboxylatreduktdzou, a nebo je pfeveden na ornitin ornitin-
aminotransferdzou a naslednou cyklizaci pomoci ornitin-cyklodeaminazy za vzniku

prolinu.'*!

Za urcitych podminek miize prolin plsobit jako neurotoxin a metabotoxin.
Neurotoxin zplsobuje poskozeni nervovych bunék a nervovych tkani. Metabotoxin je
endogenné produkovany metabolit, ktery zplisobuje nepiiznivé zdravotni ucinky, pokud
je ptitomen dlouhodobé ve vysokych hladinach. Dlouhodobé vysoké hladiny prolinu
se projevuji nejméne u péti vrozenych metabolickych poruch, véetné hyperprolinémie
(vysokd hladina prolinu vkrvi zpusobujici neurologické, popf. psychiatrické

poruchy).1*]

Hyperprolinémie a hydroxyprolinémie jsou vrozené vady metabolismu
iminokyselin, které nejsou vzdy spojené s klinickym onemocnénim. Byly zjiStény
tti odlisné vady: u prolin oxidasy (hyperprolinémie typu I), v dehydrogenaze
pyrrolin-5-karboxylové kyseliny (hyperprolinémie typu II) a u hydroxyprolinoxidazy

(hydroxyprolinémie).!**!

Hyperprolinémie typu I a typu II jsou odliSné nemoci uréené geneticky
odliSnymi autosomalnimi recesivnimi geny. Hyperprolinémie typu I je patrnd i u
nekterych heterozygotli. Hydroxyprolinémie je patrné autozomalné recesivné dédi¢na

(nevyskytuje se v kazdé generaci, ale ,,0b generaci<).!**!

Hyperprolinémie typu I byla poprvé rozpoznana v roding, ve které se mezi ¢leny
rodiny vyskytovala riizna mozkova dysfunkce, rendlni anomalie, nefropatie a hluchota.
V ptipad¢é hyperprolinémie typu II byla u nckterych pacientli pozorovana mentalni

retardace a sklony k neurologickym zachvatim, nicméné néktefi pacienti nevykazovali
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zadné znamky nemoci. Hydroxyprolinémie byla popsdna u mentalné retardované divky

., . . ., , . . . L1, o 44
s hematurii, mikroskopickou pyurii, malymi ledvinami a nizkym vzriistem.!**!

Prolin je ptitomen ve vét§iné bilkovin v mnozstvi 4 — 7 %, primérny obsah je
4,6 %. V gliadinech pseni¢ného lepku je jeho obsah asi 10 %, v kaseinu asi 12 %,
v zelating€ byva az 13 % prolinu. Velké mnozstvi prolinu je vdzano v kolagenu, ktery je
hlavnim podplirnym proteinem pokozky, §lach, kosti a pojivovych tkédni. Je jeho hlavni
aminokyselinou, coz je také pfi¢inou sekundarni trojSroubovicové struktury
tropokolagenu. U bakterii, rostlin i zivocichli rovnéz hraje urcitou roli jako

osmoprotektant.["?

Prolin se vyskytuje také ve v€elim medu, kde jeho obsah muze byt az 500 mg
na 1 kg medu. Mnozstvi prolinu v medu je indikatorem jeho kvality. Pokud je zjisténo,
ze jeho obsah je pod 180 mg/kg medu, je med povazovan za falSovany, tj. fedény vodou

nebo doslazeny cukrem.!*”!

2.6 Hydroxyprolin

Hydroxyprolin (Obrazek 20) je neesencialni aminokyselinovy derivat vytvofeny
béhem posttranslaéni modifikace proteinit hydoxylaci aminokyseliny prolinu enzymem
prolylhydroxylazou, ktery vyzaduje vitamin C jako kofaktor. Stechiometricky vzorec
hydroxyprolinu je CsHo¢NO; a jeho molekulovd hmotnost je 131,131 g/mol.
pKa hydroxyprolinu je 1,82, pKg je 9,65 a pl pii 25 °C je 5,74. Je to bily krystalicky

prasek, bez zapachu. Bod tani je kolem 274 °C.1*"!

HO

7
.,

OH
N
H 0o

Obrazek 20: Struktura L-4-hydroxyprolinu

Hraje klicovou roli ve stabilité kolagenové trojSroubovice. Lze jej pouzit jako
indikator k ur¢eni mnozstvi kolagenu. Zvysené hladiny hydroxyprolinu v moci a v séru
jsou obvykle spojeny s degradaci pojivové tkané. Nedostatek vitaminu C snizuje

konverzi prolinu na hydroxyprolin, coZ vede ke sniZeni stability kolagenu.*
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Hydroxyprolin vznika pii rozbouravani kostniho kolagenu, kumuluje se v jatrech
a v ledvinach dochézi k jeho zpétnému vstiebavani. Moci se z téla vylouci jen 25 %
hydroxyprolinu. Jeho koncentrace v moc¢i by méla byt mezi 16 — 22 mmol/mol
kreatininu. Pokud jsou vysledky vys§i nez optimalni hodnota, ukazuje to na
metabolickou osteopatii. Pacienti musi pfed vySetienim drzet 24 hodinovou

. v . , v . v [4
bezkolagenovou dietu, coz znamena vyhybat se masu a Zelating."*”’

Piiblizné¢ polovina z prolinovych zbytkti v kolagenu je posttranslacné
hydroxylovéna na 4- nebo 3-hydroxyprolin.L-4-hydroxyprolin je dulezitou strukturni
sloZzkou proteinu kolagenu a zelatiny (obsah asi 12 %) a polypeptidu (glykopeptidu)
bunécnych stén rostlin extensinu. Ve vétsing dalSich bilkovin je jeho obsah nizky.
Mnozstvi 4-hydroxyprolinu v masnych vyrobcich proto koreluje s mnozstvim pouzitych

méné kvalitnich surovin, napt. kiize, kde je kolagen hlavni bilkovinou.!"-?!

2.7 Asparagin

Asparagin (4-amid kyseliny asparagove¢) (Obrazek 21) je neesencidlni neutralni
aminokyselina, ktera se podili na metabolické regulaci bunécnych funkci v nervovych a
mozkovych tkdnich. V mnoha biochemickych syntézach je uvedeny amid vyznamnym
zdrojem (donorem) aminoskupiny. Stechiometricky vzorec asparaginu je C4HsN,Os a
jeho molekulova hmotnost je 132,119 g/mol. pKa asparaginu je 2,02, pKg je 8,80 a
pl pti 25 °C je 5,41. Je to bily krystalicky prasek, bez zapachu. Bod tani je v rozmezi
234-235 °C.h

O

H.N
2 OH

O NH,

Obrazek 21: Struktura L-asparaginu

Asparagin je amidovy derivat kyseliny asparagové a hraje dulezitou roli
v biosyntéze glykoproteini a dalSich proteinti. Asparagin je netoxicky nosi¢ zbytkového

amoniaku, ktery ma byt odstranén z t&la. Asparagin ptisobi také jako diuretikum.*"
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Biosyntetizuje se z kyseliny asparagové a amoniaku asparagin-syntetazou.
Pfedchiidcem asparaginu je oxalacetat, ktery se prevadi na aspartdit za pouziti
transamindzového enzymu. Enzym pfenaSi aminoskupinu z glutamdtu na oxalacetat,
¢imz vznik4 o-ketoglutarat a aspartat. Enzym asparagin-syntetdza produkuje asparagin,
AMP, glutamat a pyrofosfat z aspartatu, glutaminu a ATP. Pfi reakci asparagin-
syntetazy se ATP pouziva k aktivaci aspartatu, ¢imz vznika B-aspartyl-AMP. Glutamin
doddva amoniovou skupinu, ktera reaguje s B-aspartyl-AMP za vzniku asparaginu a

volného AMP.[#8

Reakce mezi asparaginem a redukujicimi cukry nebo reaktivnimi karbonyly
produkuje akrylamid v potravinach pifi ohiati na dostateCnou teplotu (peceni).
Asparagin byl nejprve izolovan zchfestové S§téavy, ve které je ho dostatecné

mnozstvi.[*%]

2.8 Kyselina asparagova

Kyselina asparagova (kyselina 2-aminobutandiovd) (Obrazek 22) nese ve svém
fetézci druhou kyselou skupinu. Zbytek této aminokyseliny uddva proteinim
za fyziologického pH zaporny néboj. Stechiometricky vzorec kyseliny asparagové je
C4H7NOy4 a jeji molekulova hmotnost je 133,103 g/mol. pKa; kyseliny asparagové je
1,92, pKa:z je 3,87, pKg je 9,87 a pl pii 25 °C je 2,98. Je to bily krystalicky prasek,
kyselé chuti. Bod tani je kolem 270 °C.!"-#!

O

HO OH

O NH;

Obrazek 22: Struktura kyseliny L-asparagové

Kyselina asparagova se vyskytuje u zvifat a rostlin, zejména v cukrové titin¢ a
cukrové fepé. Je to neesencidlni aminokyselina, kterd hraje dilezitou roli pfi syntéze
jinych aminokyselin a v cyklu kyseliny citronové, v mocovinovém cyklu a metabolismu

DNA. Kyselina asparagova slouzi jako neurotransmiter, tudiz mulze poskytnout
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odolnost proti tnavé, a tak miize vést k vytrvalosti. Vyrabi se z kyseliny glutamové
enzymy pouzivajicimi vitamin Be jako kofaktor. Kyselina asparagova s aminokyselinou

fenylalaninem je sou¢asti umélého sladidla aspartamu.t*”’

Primérny obsah kyseliny asparagové v bilkovinach je 5,5 %, asparaginu 4,4 %.
Z zivo€isSnych bilkovin se v nejvétsim mnozstvi vyskytuje asparagova Kkyselina
v globulinech a v proteinech albumint a globulind (6 — 10 %). Rostlinné bilkoviny
obsahuji od 3 do 13 % asparagové kyseliny spolu s asparaginem (napt. bilkoviny

psenice asi 4 %, bilkoviny kukufice asi 12 %).!!

2.9 Azokarmin G

Azokarmin G neboli rosindulin neboli kyseld ¢erven (Obrazek 23) je intenzivné
Sarlatové Cervené barvivo pouzivané v mikroskopii. Jedna se o praSek malo rozpustny
ve vod¢, ale dobfe rozpustny v siln¢ alkalickém roztoku. Stechiometricky vzorec je
Co3H13N3NaOgS; a molekulova hmotnost je 579,58 g/mol. Patii mezi kysela barviva

pouzivana v histologii, kterd se mimo jiné pouzivaji k barveni cytoplasmy.”" ">

Obrazek 23: Struktura azokarminu G

Kyseld (aniontova) barviva se vazou na kationtové slozky (napf. rGzné
cytoplasmatické proteiny, hemoglobin, mitochondrie, néktera hromadici a sekrecni

granula), ty se proto oznaéuji jako acidofilni nebo eosinofilni.”% "2

vvvvvv

mohly byt od sebe odliSeny. Principem jsou ruzné afinity barviv k uréitym slozkam
tkani. VéEtSina barvicich metod byla vyvinuta empiricky, pro mnohé doposud neni
objasnén piesny chemicky mechanismus. Casto jsou za barveni zodpovédné

clektrostatické interakce mezi barvivem a slozkou tkang.>% !> %2
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie

Chemikalie Cistota Vyrobce
Azokarmin G
[-alanin p.a. Serva-Heidelberg
Dusitan sodny p.a. Sigma Aldrich
Kyselina chlorovodikova 36 % | p.a. Penta
Kyselina octova 99 % p.a. Penta
Octan sodny p.a. Lachema-Brno
L-asparagin >98 % Sigma-Aldrich
kyselina L-asparagova >99 % Sigma-Aldrich
L-prolin >99 % Sigma-Aldrich
L-hydroxyprolin p.a. Reanal

3.2 Priprava roztoki
Ptiprava 1 M NaNO,

Na analytickych vahach bylo navazeno 34,5 g dusitanu sodného. Navazka byla

prevedena do 500 ml odmérné barky a destilovanou vodou doplnéna po rysku.

Ptiprava 1 M CH;COOH

Do 500 ml odmérné baiikky bylo odméfeno 28,3 ml 99 % kyseliny octové a

barika byla doplnéna po rysku destilovanou vodou.
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Ptiprava 1 M HCI

Do 100 ml odmérné bainky bylo odpipetovano 8,6 ml 36 % kyseliny

chlorovodikové. Baiika byla doplnéna po rysku destilovanou vodou.

Ptiprava 0,001 M kyseliny asparagové

Na analytickych vahach bylo navazeno 0,0067 g kyseliny asparagové. Navazka
byla kvantitativné pfevedena do 50 ml odmérné banky a destilovanou vodou doplnéna

po rysku.

Ptiprava roztoku barviva azokarminu G

Byl pfipraven roztok barviva rozpusténim nckolika krystalkti v malém mnozstvi

destilované vody za pomoci ultrazvukové lazné.

3.3 Priprava roztoki aminokyselin a jejich konverze
Postup konverze prolinu

Na analytickych vahach bylo navaZzeno 100 mg prolinu, ten byl kvantitativné
pfeveden do 100 ml odmérné baiiky. Bylo pfidano 10 ml 1 M dusitanu sodného a 10 ml
1 M kyseliny octové. Po rozpusténi byla banika doplnéna po rysku destilovanou vodou,
bylo do ni vhozeno magnetické michatko a banika byla vloZena do vrouci vodni lazné.
Smés byla za stdlého michani zahfivana po dobu pfesn¢ 10 minut, poté byla banka
okamzit¢ zchlazena pod tekouci vodou. Pted izotachoforetickou analyzou byl vzorek 2x
natfedén, pfi¢emz bylo pipetovano 25 ml konvertovaného roztoku prolinu do 50 ml

odmérné banky a roztok byl doplnén destilovanou vodou po rysku.

Stejnym zplisobem bylo postupovano pti konverzi hydroxyprolinu.

Ptiprava asparaginu

Na analytickych vahéach bylo navazeno 50 mg asparaginu, obsah byl pfeveden
do 50 ml odmérné batiky. Do banky bylo pfiddno 5 ml 1 M dusitanu sodné¢ho a 5 ml 1

M kyseliny octové. Za pomoci ultrazvukové lazné byl obsah rozpustén a baiika byla

49



doplnéna destilovanou vodou po rysku. Do baiiky bylo vhozeno magnetické michatko a
banka byla vloZzena do vrouci vodni lazn¢, kde byla za stalého michéni zahfivana po
dobu 10 minut. Po uplynuti reakéni doby byla banka zchlazena pod tekouci vodou.
Pted izotachoforetickou analyzou byl vzorek 2x nafedén, pficemz bylo pipetovano 25
ml konvertovaného roztoku prolinu do 50 ml odmérné baiiky a roztok byl doplnén

destilovanou vodou po rysku.

Stejnym zplisobem bylo postupovano pii konverzi kyseliny asparagové.

3.4 Elektrolytové systémy
Elektrolytovy systém I
Vedouci elektrolyt (LE): 0,01 M HCIl + f-alanin (pH 2,4)

Do 500 ml odmérné banky bylo odpipetovano 5 ml 1 M HCI a nésledné byla
banka doplnéna po rysku destilovanou vodou. Do tohoto roztoku byl za michéani

pfidavan pevnyf-alanin dokud nebylo dosazeno pozadované hodnoty pH 2.,4.

Koncovy elektrolyt (TE): 0,01 M CH;COONa

Na analytickych vahach bylo navazeno 0,082 g octanu sodného. Navazka byla

prevedena do 100 ml odmérné bariky, kterd byla doplnéna destilovanou vodou po rysku.

Elektrolytovy systém II
Vedouci elektrolyt (LE): 0,01 M HCI + B-alanin (pH 3,6)

Do 500 ml odmérné banky bylo odpipetovano 5 ml 1 M HCI a batika byla
doplnéna destilovanou vodou po rysku. Do tohoto roztoku byl za michani pfidavan

pevnyfB-alanin do té doby, nez bylo dosazeno hodnoty pH 3,6.

Koncovy elektrolyt (TE): 0,01 M CH;COONa

Ptiprava viz elektrolytovy systém I.
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3.5 Pristroje a zarizeni

Elektroforeticky analyzator EA 102 doplnén o mikropreparativni kohout pro odbér
frakce, Villa Labeco, Spisska Nova Ves, Slovenska republika

Hmotnostni spektrometr micrOTOF-Q, Bruker Daltonics, Némecko

Infuzni pumpa KDS 100m, KD Scientific, Holliston, MA, USA

Laboratorni pH metr S1400 Sentron, Nizozemsko

Analytické vahy KERN ABT 120-4M, Gottel, KERN & Sohn Gmbh, Némecko
Ultrazvukova lazen K2, KRAINTEK s.r.o0., Slovensko

Pipety Biohit

Bézné laboratorni sklo a pomucky

3.5.1 Elektroforeticky/izotachoforeticky analyzator EA 102

Jednd se o izotachoforeticky analyzator (Obrazek 24) vybaveny dvéma
kolonami. Predseparacni kolona o priméru 0,8 mm je dlouhd 160 mm a jeji objem je
100 pl, analyticka kolona o priméru 0,3 mm je dlouhd 160 mm o objemu 10 pl.
Ptedseparacni kolona je vybavena vodivostnim detektorem a je spojend s analytickou
kolonou pomoci bloku spojeni kolon, na ktery navazuje rezervoar LE1 pro vedouci
elektrolyt. Pti analyze byla analytick4 kolona nahrazena mikropreparativnim kohoutem.
Ten umoziuje odebirat frakce o objemu 5Sul. Mikropreparativni kohout je ptes spojku
napojen na rezervoar LE2 pro vedouci elektrolyt. Vzorek je vndSen davkovacim
kohoutem o objemu 30 pl. Pracovni proud je nastavitelny nezavisle pro ob¢ kolony,
jeho maximalni hodnota je 500 pA. Detekce je provadéna na vodivostnim detektoru.

Rizeni analyzy i jeji vyhodnoceni je provadéno poéitagové v programu ITPPro.
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Rezervoar

TEs
clektrodou
Davkovaci
kohout
Predseparacni
kolona
Frakcionaéni
kohout
Rezervoar
LEls
clektrodou

Obrazek 24: Elektroforeticky/izotachoforeticky analyzator EA 102

3.5.1.1 Pracovni podminky ITP analyzy

Vsechny analyzy probihaly pouze v ptedseparacni kolon€, kde byl nastaven
hnaci proud na hodnotu 200 pA. Celkova doba méfeni prolinu a hydroxyprolinu se
pohybovala okolo 1 hodiny a pii méfeni asparaginu a kyseliny asparagové doba méteni

nepiesahla 30 minut.
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3.5.2 Mikropreparativni kohout

Vstup pro vytlaceni frakce

Vystup pro odpad

Vstup pro vedouci elektrolyt
Davkovaci smycka
Vystup pro frakci

Obrazek 25: Mikropreparativni kohout

Mikropreparativni kohout (Obrazek 25) je ovladan rué¢né. Na Obrazku 26 jsou
uvedené polohy mikropreparativniho kohoutu. V pribéhu analyzy je kohout v poloze 1.
Kohout spojen s predseparacni kolonou je nejprve naplnén vedoucim elektrolytem a pak
je zapnuto elektrické napéti. Software, pomoci kterého se elektroforeticky analyzéator
EA 102 ovlada, umozituje pozastaveni elektrického proudu a nasledné zapnuti. Pro
odebrani frakce je nutné analyzu pozastavit a umistit kohout do polohy 2. pomoci
injekéni stiikacky naplnéné destilovanou vodou se vytlaci frakce do pfipravené
sklenéné vialky. Poté je kohout ptepnut do polohy 3, kapildra je naplnéna vedoucim
elektrolytem a kohout je umistén zpatky do polohy 1. Poté je analyza pomoci softwaru

opé&t spusténa.
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Poloha 1 Poloha 2 Poloha 3

Obrazek 26: Polohy mikropreparativniho kohoutu

3.5.3 Hmotnostni spektrometr micrOTOF-Q

Hmotnostni spektra byla méfena na hmotnostnim spektrometru s hybridnim
QqTOF analyzatorem s vyuZzitim ionizace elektrosprejem pii snimani zapornych ionti
v rozsahu m/z 50 —400. Pfed jednotlivymi méfenimi byl pfistroj externé¢ kalibrovan
mravenc¢anem sodnym. Jednotlivé vodné frakce studovanych aminokyselin byly

do hmotnostniho spektrometru zavedeny pomoci infuzni pumpy KDS 100.

3.5.3.1 Pracovni podminky hmotnostni spektrometrie

Jednotlivé parametry zdroje byly nastaveny nédsledovné: napéti na kapilaie 3 kV,
teplota susiciho plynu 180 °C, pritok a tlak dusiku 4 I/min a 0,4 bar, vnaSeni pomoci

infuzni pumpy pfi pritoku 5 pl/minutu.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Pomoci izotachoforézy lze stanovit latky, které jsou za danych podminek
elektricky nabité a také maji dostate¢nou efektivni pohyblivost v elektrickém poli.
Vétsina aminokyselin ma jak zaporny, tak kladny ndboj, tudiz ma v oblasti neutralniho
nebo slabé kyselého ¢i bazického pH charakter amfolytu. Vyjimku tvoii kyselé
nebo bazické aminokyseliny, ale vétSinu aminokyselin nelze izotachoforeticky piimo

analyzovat.

Byla proto vyuzita reakce (Obrazek 27), kterou popsal v roce 1910 Donald D.
Van Slyke a to konverze aminokyseliny pomoci kyseliny dusité. Pfi této reakci dochazi
k nahrazeni aminoskupiny hydroxyskupinou. Kyselina dusita byla pfipravena in-situ

z dusitanu sodného a kyseliny octové.

- H
R—CH—COOH + NO, —> R—CH—COOH + N, + H,0
NH, OH

Obrazek 27: Reakce konverze aminokyseliny s dusitanem a kyselinou octovou

4.1 Prolin a hydroxyprolin

Nejprve byl pfipraven roztok prolinu a hydroxyprolinu viz Kapitola 3.3, ktery
byl nasledné proméfen na izotaforetickém analyzdtoru za pouziti elektrolytového
systému I pii pH 2.,4. Z izotachoforetického zaznamu (Obrazek 28) je patrné, Ze prolin
1 hydroxyprolin tvofi po konverzi dvé zony, pficemz prvni produkt prolinu ma stejnou
efektivni mobilitu jako druhy produkt hydroxyprolinu. Pfi separaci smési prolinu a
hydroxyprolinu (Obrazek 29) byly na zdznamu patrné pouze 3 zony, kdy prvni zéna
odpovida prvnimu produktu prolinu, druhd zéna zahrnuje druhy produkt prolinu a prvni
produkt hydroxyprolinu a tfeti zéna odpovidd druhému produktu hydroxyprolinu.
U obou aminokyselin byla odebirana frakce zkazdé zony, tudiz pro kazdou

aminokyselinu byly odebrany dv¢ frakce.
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B Cas

Obrazek 28: Izotachoforetické zaznamy standardt prolinu (4,3 mM roztok) (A) a
hydroxyprolinu (3,8 mM roztok) (B) po konverzi. Elektrolytovy systém I (pH 2,4)

Cas

Obrazek 29: 1zotachoforeticky zaznam smési prolinu (4,3 mM roztok) a hydroxyprolinu
(3,8 mM roztok). Elektrolytovy systém I (pH 2,4)

Pro piesné nacasovani odbéru byl zkouSen piidavek barviva azokarminu G
ke smési prolinu a hydroxyprolinu. Azokarmin G reagoval se smési a zdeformoval

z6ny, jak je ukdzano na Obrazku 30.
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v

Obrazek 30: Izotachoforetické zdznamy smési prolinu (4,3 mM roztok) a
hydroxyprolinu (3,8 mM roztok) bez barviva (A) a s barvivem (B). Elektrolytovy
systém I (pH 2,4)

Z tohoto davodu bylo barvivo rozpusténo v destilované vodé a zméieno
samostatné na izotachoforetickém analyzatoru. Bylo zjisténo, ze azokarmin G se
rozd€luje na 3 riizné barevné zény (nejrychleji migrujici fialova, uprostfed vinova a
nejpomalejsi rGzovocervend), které byly viditelné v predseparacni kapilare

(Obrazek 31 B) a nasledné 1 detekovany vodivostnim detektorem (Obrazek 31 A).

A 4

Obrazek 31: Izotachoforetickyzaznamazokarminu G — vodivostni zdznam (A) a
fotografie zon béhem analyzy (B). Elektrolytovy systém I (pH 2,4)

Béhem analyzy byl zméfen Cas migrace barviva od nastfiku po detektor a

nasledné Cas od detektoru po spojku. Dale ze znamého objemu kolony byl vypocitan
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objem kandlu vedouciho od detektoru ptes frakcionacni kohout az po spojku a z ngj
nasledné pramér tohoto kanalu. VSechny zminéné parametry jsou uvedeny v Tabulce 2
a znazornény na Obrazku 31. Bylo zjisténo, ze kandl ma témét stejny pramér jako je
primér kolony. Vzhledem ktomu, ze vzdalenost mezi detektorem a spojkou a
vzdalenost mezi detektorem a polovinou kandlu v mikropreparativnim kohoutu byla
pfiblizné polovi¢ni, byly pro odbér frakce vybrany casy, které jsou ptiblizné poloviéni
jako ¢as migrace barviva od detektoru po spojku (konkrétné casy 230, 240, 250, 260,
270, 280 a 290 s).

Tabulka 2: Pfevzaté, naméfené a vypoctené parametry kolony a mikropreparativniho
kohoutu

Cas od nésttiku po detektor 1072 s
Cas od detektoru po spojku 569 s
Objem kolony od nésttiku po detektor 100 pl
Objem od detektoru po spojku 53 ul
Délka od detektoru po spojku 11,8 cm
Primér kolony 0,8 mm
Primér kanalu v mikropreparativni kohoutu 0,76 mm
D¢lka od detektoru po polovinu mikropreparativniho kohoutu 5,5cm
nastiik

' m—

délka od nastiiku
po detektor
detektor
Y mikropreparativni
délka od detektoru , kohout
po polovinu kohoutu
délka od detektoru spojka
po spojku
s m ]
|

Obrazek 32: Schématické znazornéni métenych parametra
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Na zéklad¢ vypocti bylo ve zminénych casech odebirdno barvivo a podle
intenzity barvy (Obrazek 33) byl zvolen vhodny ¢as odbéru, ktery €inil 245 s od zacatku

detekované zony.

A B C D E F G
230 240 250 260 270 280 290s

zalatek méfeni Casu

3
2 1,2, 3 - zony azokarminu G

&as

»
>

Obrazek 33: [zotachoforeticky zaznam Azokarminu G se zaznamenanymi odbéry
frakci. Elektrolytovy systém I (pH 2,4)

Dale byl proveden odbér frakce prolinu P1 a hydroxyprolinu H1 v Case 245 s
od zac¢atku prvni zony prolinu ¢i hydroxyprolinu a dalsi frakce P2 a H2 byla odebrana

za 245 s od zacatku druhé zony (Obrazek 34 a 35).

zadatek méfent zaddtek méfen:
dasu Pl éasu P2

.

Obrazek 34: Odbér konvertovaného prolinu (4,3 mM roztok). Elektrolytovy systém I
(pPH 2,4)

cas

»
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zaditek méfent zaditek méfeni
éasu H1 éasu H2

| |

Obrazek 35: Odbér konvertovaného hydroxyprolinu (3,8 mM roztok). Elektrolytovy
systém I (pH 2,4)

cas

»
»

Odebrané frakce byly proméfeny pomoci hmotnostniho spektrometru (Obrazek
36 a 37) a diky MS spektrim deprotonovanych molekul bylo zjisténo, jak je prolin a
hydroxyprolin konvertovan. Pro obé frakce prolinu, a stejné tak hydroxyprolinu, byla
ziskdna stejnd hmotnostni spektra, proto je dale uvedeno jen jedno pro kazdou

aminokyselinu. Ve spektru prolinu je patrny pouze jeden pik o hodnoté m/z 143,0453.

Zjisténd hodnota m/z odpovidd hmotnosti nitrosoprolinu, coz potvrzuje fakt, ze
sekundarni aminy reaguji s kyselinou dusitou za vzniku nitrosamind. Jeden z produkti
konverze prolinu je snejvétsi pravdépodobnosti N-nitrosoprolin, jak bylo uvedeno
jiz v Kapitole 2.2.6.1, a druhy z produktil je pravdépodobné také nitrosoprolin, ale z MS

spektra neni patrné, do jaké polohy se nitroso skupina navaze.
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Q\ C00H * )\COOH
8001 |
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6004
4004
190 9481
200
1336533 161.1922
104.7867 ‘

Obrazek 36: MS spektrum konvertovaného prolinu

Produkty hydroxyprolinu jsou ekvivalentni produktim prolinu pti m/z 159,0490,
tudiz jeden produkt je N-nitrosohydroxyprolin a druhy z produktd je pravdépodobné
nitrosohydroxyprolin, ale opét neni z MS spektra patrné, do jaké polohy se nitroso

skupina navéze.

800+ 159 0490
6001 Zj\coon i )\COOH
0/
4004
7.7774
2004 %
L
|
| I 4
A .
50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 mwz

Obrazek 37: MS spektrum konvertovaného hydroxyprolinu
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4.2 Asparagin a kyselina asparagova

Nejprve byl piipraven roztok kyseliny asparagové viz Kapitola 3.2, ktery byl
proméfen na izotachoforetickém analyzatoru za pouziti elektrolytového systému II
pti pH 3,6 bez konverze, jelikoZ samotna kyselina asparagova méa zaporny naboj, tudiz

miZe migrovat jako aniont.

Obrazek 38: Izotachoforeticky zaznam kyseliny asparagové (0,001 M roztok) bez
konverze. Elektrolytovy systém II (pH 3,6)

Dale byl piipraven roztok asparaginu a kyseliny asparagové viz Kapitola 3.3,
ktery byl ndsledn¢ proméfen na izotaforetickém analyzatoru za pouziti elektrolytového
systému II pfi pH 3,6. Ze zaznamu (Obrazek 39) je patrné, Ze asparagin i kyselina
asparagova tvoii rtizné zony, tudiz u obou aminokyselin byla odebirdna jen jedna

frakce.
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Cas

Obrazek 39: Izotachoforeticky zdznam standarda kyseliny asparagové bez konverze
(0,001 M roztok) (A), asparaginu (3,78 mM roztok) (B) a kyseliny asparagové
(3,76 mM roztok) (C) po konverzi. Elektrolytovy systém II (pH 3,6)

Pro ptfesné nacasovani odbéru pro elektrolytovy systém II bylo znovu pouzito
barvivo azokarmin G, které bylo rozpusténo v destilované vodé a zméfeno samostatné
na izotachoforetickém analyzatoru. Opét bylo zjisténo, Ze se déli na 3 rGzné barevné
zony (nejrychleji migrujici fialova, uprostfed vinova a nejpomalejsi riizovocervend),
které byly viditelné v pfedseparacni kapilafe a detekovany vodivostnim detektorem

(Obrazek 40).

Cas

Obrazek 40: 1zotachoforeticka analyza azokarminu G — vodivostni zdznam.
Elektrolytovy systém II (pH 3,6)
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Béhem analyzy byl zméfen Cas migrace barviva od nastfiku po detektor, ktery
byl 539 s. Nasledn¢ byl zméien ¢as od detektoru po spojku, ktery €inil 286 s. K odbéru
frakci byly v tomto pfipad¢ zvoleny casy 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190 a
200 s.

Ve zminénych casech bylo odebirano barvivo a podle intenzity barvy
(Obrazek 41) byl zvolen vhodny ¢as odbéru, ktery €inil 130 s od zacatku detekované

zony.

zatitek miders tasu

Cas

Obrézek 41: Izotachoforeticky zdznam azokarminu G se zaznamenanymi odbéry frakci.
Elektrolytovy systém II (pH 3,6)

Dale byl proveden odbér frakce asparaginu ASNI a kyseliny asparagové ASP1

v Case 130 s od zacatku zony asparaginu ¢i kyseliny asparagové (Obrazek 42 a 43).
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ASNI

alitck méfen
dasu ASN1

Cas

Obrazek 42: Odbér konvertovaného asparaginu (3,78 mM roztok). Elektrolytovy systém
IT (pH 3,6)

i stek méfen
&am ASP

Cas

Obrazek 43: Odbér konvertované kyseliny asparagové (3,76 mM roztok). Elektrolytovy
systém II (pH 3,6)

Odebran¢ frakce byly analyzovany hmotnostnim spektrometrem. Pomoci
izotachoforeogramti a MS spekter (Obrazek 44 a 45) bylo zjisténo, jak jsou asparagin a

kyselina asparagové konvertovany.

Konvertovand kyselina asparagova dava jiny izotachoforeticky zaznam
nez kyselina asparagova bez konverze, coz je dikaz, ze konverze probéhla. Tento fakt

byl potvrzen také pomoci hmotnostniho spektra, ve kterém byla detekovana
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deprotonovand molekula (zaporny iont) o m/z 133,088, ktera odpovida deaminované a
hydroxylované kyselin¢ asparagové. Konverzi kyseliny asparagové vznikd s nejvetsi

pravdépodobnosti ptislusna hydroxykyselina, coz je kyselina 2-hydroxybutandiova.

V ptipad¢ asparaginu byl v hmotnostnim spektru detekovdna deprotonovana
molekula (zaporny iont) o m/z 132,0270, ktery také odpovida vzniku
hydroxyslouc¢eniny. K deaminaci u asparaginu muze dochazet bud pifeménou
aminoskupiny na o uhliku, ¢imz by vznikl amid kyseliny 2-hydroxybutandiové, nebo
pfeménou amidové skupiny za vzniku kyseliny asparagové. Vzhledem k tomu, Ze
asparagin po konverzi dava jiny izotachoforeticky zdznam nez kyselina asparagova bez
konverze (Obrazek 39), lze fici, ze k deaminaci dochdzi na a uhliku a vznikajicim

produktem je jiz zminény amid kyseliny 2-hydroxybutandiové.

133.0088

2501 N

: HO COOH
] 0

1504

89.1161 114.9043

1004

Obrazek 44: MS spektrum konvertované kyseliny asparagové
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Obrazek 45: MS spektrum konvertovaného asparaginu
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5 ZAVER

Cilem diplomové prace bylo shrnout vSeobecné poznatky o aminokyselindch,
zaméfit se hlavné na Ctyfi konkrétni aminokyseliny (prolin, hydroxyprolin, asparagin a
kyselinu asparagovou), na jejich vyskyt a fyzikalné-chemické vlastnosti. Dal$im cilem
bylo vypracovani reSerSe metod stanoveni aminokyselin se zamétfenim

na elektromigracni separacni metody.

Aminokyseliny jsou nedilnou soucasti potravy v podobé peptidi a bilkovin.
Pokud ma c¢lovek pestrou a vyvazenou stravu, ma aminokyselin dostatek, v opacném
pfipadé je mozné aminokyseliny dopliovat pomoci dopliikl stravy. Aminokyseliny se

rozdéluji podle postranniho fetézce, polarity, ale i podle toho, jak ovliviiuji chut’ jidla.

V experimentalni ¢asti byla provedena izotachoforetickd separace, béhem niz
byly odebirdny frakce jednotlivych aminokyselin, které byly dale analyzovany pomoci

hmotnostni spektrometrie, aby bylo stanoveno, o jaké latky se jedna.

Pti izotachoforetické separaci se vychéazelo z optimalnich podminek, které byly
ptevzaty z predeslych diplomovych pracich tykajicich se izotachoforetického stanoveni
aminokyselin. Derivatizace aminokyselin probihala pomoci van Slykeovy reakce,
tj. reakce aminokyseliny s kyselinou dusitou pfipravenou z dusitanu sodné¢ho a

kyseliny octové.

Byly pouzivany dva elektrolytové systémy liSici se hodnotou pH. Pro odbér
frakce byl pouzit frakcionacni kohout, kdy za pouziti barviva byl nacasovan odbe¢r, tak

aby byl odebran spravny produkt.

Pomoci hmotnostni spektrometrie byla u primarnich aminokyselin, tj. kyseliny
asparagové a asparaginu, prokazdna deaminace a nasledna hydroxylace za vzniku
pfislusné hydroxyslouceniny. Z kyseliny asparagové vznikd 2-hydroxybutandiova
kyselina a z asparaginu amid kyseliny 2-hydroxybutandiové. Z hlediska mechanismu
reakce jde o nukleofilni substituci. Iminokyseliny prolin a hydroxyprolin reaguji
s kyselinou dusitou za vzniku nitrosamintl, pfi¢emz vznikaji dva produkty, jeden je
pravdépodobné N-nitrosoprolin (resp. N-nitrosohydroxyprolin), a druhy je nitrosoprolin
(resp. nitrosohydroxyprolin), u kterého pomoci hmotnostni spektrometrie nelze piesné

urcit do jaké polohy je nitroso skupina navazana.
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